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1. INTRODUCCION




INTRODUCCI ON

Detiido a1 constante desarrollo de 1a Biotecnologia, ésta
hs incorporado toda !a informacién sxistente de 1a Ingenieria
Quimica para un mejor entendimjento de los procesos

inherentes a dicha irea.

Uno de 1los equipos centrales pars los procesos
biolégicos es @) reactor o fermentador en donde se efectta la
transformacién bioquimica. Los procesos involucrados
contienan un alto grado de informacién secreta, de patentes y
que por l1a naturaleza de los productos, Qque son de bajo
volumen de produccién y alto valor agregado, se reaiizan por
lotes. Uno de 1los productos que se obtisnen por via
fermentativa es la penicilina en cualquiers de sus
variedades, procesoc del cusl se tiene informacién disponible
ya que ha sido estudiado extensivamente por ser un

antibiético de uso frecuente por su efectividad.

Industrialmente 13 produccién se efectda por lotes
debido a que desde @] descubrimiento de la penicilina el
proceso se desarrollé de esta manera para tener una acepcia
adecuada y evitar una posibie contaminacién, se dispone
tanbién del equipo requerido como son fermentadores de gran
volumen para poder obtener la produccién que se demanda.
AdemAs sigulendo la estructura de las ecuaciones cinéticas

microbianas (tipo Monod), estass dependen directamente de la



concentracidn del reactive (sustrato), que adeafs funcions
cono inhibidor ya que aparece en el denominador de la
ecuaciéni por lo que los reactores por lotes no funcionan a

la velocidad de reaccién dptims.

Basdndose en la informacién existente para procesos
fermentativos, es posible transformar un proceso en lotes a
un proceso semicontfnuoc o contfnuo, ¥y para lograrlo es
conveniente realizar, comso primer paso, la sieulacion del
comportamiento de dicho sistema para conocer e] efecto de las
vari{ables que controlan al proceso. Debido a 1a cosplejidad
del sistema y a que !a tecnologfa y el proceso fueron
desarrollado por lotes, pretender usar un sistema cont{nuo es
poco usual y reciente. Sinembargo, tiene la ventaja de
considerar {a posiblilidad de wusar fermentadores de menor
tamafNo ¥ optimizar la produccién de penicilina wmediante
diferentes estrategias de operaciédn, que pueden simularse
adecuadamente modificando la variables de controt del

proceso.

El presente trabajo tiene como objetivo:

- Analizar el comportamiento dinémico de un fermentador

cont{nuo para [a produccién de penicilina, empleando como

base un reactor de tanque agltado.

- Comparar los resultados obtenidos empleando diferentes



modelos cinéticos reportados en Ja literatura y que de
antesano se sabe gue sén confiables. Esta comparacién nos di
como resultado un mejor entendimliento y dominio del sistema y
as{ podr& determinarse, con un criteric mis amplioc, cual aes
ia mejor cinética que describe el proceso de producclién de
penicilina y cémo modifi{car satisfactoriamante las variables

que controlan dicho sistema.

Dada i1a naturaleza de las ecuaciones difaerenciales
resultantes de los balances de nmateria, que {nvoiucran
expresiones de reaccién complejas, se analizan los resultados
empleando para la resolucién de éstas el modelo explfcito de

.

Runge-Kutta de 4 orden y un modelo sem{implfcito

desarrollado por Michelsen.

El comportamiento de! reactor es estudiado variando
tiempo de residencia, concentraci{én de sustrato y de ox{geno;
analizando e) efecto de estas varifables y la manera de
modificarias para cbtener @l mejor rendimiento y el aejor

tfuncionamiento.
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2. GENERALIDADES
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2.1 PROCESOS DE FERMNEMNTACION

El hombre ha wutilizado los métodos bloldgicos para
producir y conservar sus alimentos, ohbhtener productos para
sejorar su salud como antibiséticos y vitaminas o procurar
algdn gusto como saborizantes, bebidas alcohdlicas entre

otros.

Luis Pasteur (1822-18385), establecié los principlos de
ia sicroblologia {ndustrial cusndo a medisdos del siglo
pasado demostrd que la fermentacién alcohdlica era producida
por levaduras y desde ese momento, hasta l1a Segunda Guerra
Mundial, fueron desarrollados auchos procesos industriales
debidoc a |a necesidad de producir antibiéticos., Durante esta
época todos estos procesos fueron mas rApidos y eficientes.

El rospimiento de nutrientes para obtener energfa es
tlamado catabolismo, muchas reacciones catabdlicas ocurren
bajo condiciones anaerobias (en ausencia de oxfgeno)
Antiguamente, los mecanismos de reacciones biolégicas para
extraer energ{s en condiclones anaerobias, eran 1lamadas
termsentaciones. Hoy en dia estos procesos indistintamente s
son aerobios (en presencia de oxfgeno) o anaeroblios son
1lamados fermentaciones, lo 1importante es encausar estas
reacciones blolégicas para 1a obtencidn de algun producto o

materia prima de interés comercial, cuya naturaleza es wmuy

12



variable. Estos

antibioticos,

En Ia

fermentaciones que son realjzadas a nive!

TABLA 1.

productos

asinocicidos,

tabla i, se =

FERMENTACIONES

pueden

colorantes,

stiran

ser:

enzinas,

ejemplos

alcoholes,

dcidos,

entre otros.

de algunas

comercial.

I CROORGANI SHO

PRODUCTO

EJENPLO

DEL PRODUCTO

Peniciitilium
clitrinus

Trichodermsa

longibrrachiatus

Saccharomyces

cereviseae

Lactobacillus

delbrukid

ENZIMAS

ENTIMAS

ALcCONOL

ACIDOS

Acetobacter acetii

Clostridium

thermoaceticus

Penicitlium
chrysigenun

Streptomyces
averofaciens

Penicilliua
griseofulvua

Neurospora
crassu

Corynebacteriun
£lutamicus

AClDOE

acipog

ANTIBIOTICO®

ANTIBIOTICOS
- ANTI®IOTICOS
v

COLORANTES

AWMINOACIDOS

¥Yosfodiestarasa Midrélists

Celulosa

Etanol

Acide ldctlico

Acida ccérico

Acido acéiico

Parmicilina v

Penitcitinag 0

Eriiromicina

Orisecfulvin

fi-carctenc

Aacido
glutdmico

de dcido
riborucleice
nNa

Midrélisie de
cetulosa (¥%)

Formacéutico
babidas o

Yogurtis, Leche
fermentada (M

Alimentos como
conservador (4}

Alimentos como
conservador (&

rarmaceuticos
%

Farmacduticoe

Farmacéuticos

color zanaho-
ria, precursor
de vitamina A.

Alimentos ba-
Lanceados.uso
farmacéutico.
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En un procesc de fermentacién ne solo son
reacciones biloquimicas e! factor mis {mportante, io es
taabién sl procedimiento que se sfectia antes y despuds de la
fermentacién y las caracteri{sticas f{sicas y de operacién del
racipiente donde se lleva a cabo; eate recipiente es un
fermentador. La figura | muestra a! diagraca de flujo de wuna

fermentacioén.

En este diagrama se distinguen 3 etapas dsl proceso:
a) Etapa de laboratorio
b) Etapa del proceso de farmentacién

c) Etapa de extraccién.

Estas 3 etapas siempre deberin considerarse con la aisns

importancia en un proceso.

14
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En la afsma forus Jue les seres vivos, los
microorganismcs crecen, se reproducen y segregan algunos
compuestos bicquisicos de importancia para ei hosbre., EI
siguiente esquUess BUSELlra eSte Procesc.

condiciones

Microorganismocs + Nutrientes + asbientasles ——m—y
adecuadas.

Microorganismos ¢+ 602 * Productos (intra y extra celulares)

MICROORGANISNOS: Para que una fermentacién se efectioe es

un aicraorganismc con determinadas
caracter{sticas para obtener e! producto requeridc. Estos
microorganisscs pueden ser: bacterias, levaduras, hongos,

tejfdo celular, etc.

BIOMASA: Son los microcorganismos obtenidos a partir de la

reproduccion deal indculo.

SUSTRATD: Son los elementos nutrientes que se utilizan con
fines de alimentacidn de ios microorganismos, como fuentes de
materis y energf{a proveen un medio de cultivo adecuado en
proporciones y cantidades dptimas. Algunos nutrientes son: C,

H, 0, N, S, P, netales, vitaminas.



CONDICIONES AMBIENTALES: Se debe establecer y controlar el
medio ambiente y las condicliones fisicoquimicas necesarias
para el desarrollo de la fermentacién. Algunss condlciones
importantes que deben ser controladas son: pH, Temperatura,

-viscosidad, ox{geno disuvelto, etc.

Un factor muy {mportante en el proceso de fermentacidn
es una adecuads reproduccidén microbiana, la cual a pesar de
ser un fenémeno natural, su descripcién on términos

cuantitativos y cualitativos es suy compleja.

Para poder tener un crecimiento microblano, se deben
cueplir ciertos requisitos tanto bioiégicos como
fisicoquimicos, ¥ el manejo de estos factores encierran parte

de la complejidad mencionada.

RECIMIENTO A 150 Ml ANISHMQS

Los microorganismos requieren para su crecimiento, de
una fuente de energf{a y de una fuente de wateria. En 1ia
mayorfa de las fermentaciones {ndustriales 1la fuente de
energ{a y de materia es l1a misma, por ejemplo glucosa, pero
es necesario que el sustrato contenga todos los elesentas
constitutivos de la masa celular, en las proporcionas

requeridas por 1a composicién interna de! organismo.

17



Uns vez que se proveen los nutrientes necessrics y el
aicroorganismo, las células emplezan a crecer y/o s producir
algunos metabolitos de interes, En esta forsa se empieza a
desarroliar el metaboliseo del microorganismo, esto es, la

transformacion de nutrientes en celulas y/o productos.

La glucosa tiene una doble funcién, de generador de
snergi{a y como nat-r{nl de construccién celular. Un punto de
gran interés es !a conversidn de sustrato a biomasa, pues
controla ia cantidad de ox{geno reguerida, la produccién de
calor y el rendimiento, aunque éste Ultimo depende también de

las condiciones ambientales.

FASES DEL CRECIMIENTO. w»

En un sistema microbiano se deben tener las aismas
condiciones de temperatura, pH, concentraci6én de sustrato,
etc.’

Al efectuarse el crecimiento se reflejan diferentes
fases que ocurren en el sistema las cuales son resultado de

cambios en la biomasa y en el medio amblente (figura 2).

Después de un perfodo de acondicionamiento (periodo
lag), como @l que se muestra en la zons |, el creciamiento
ocurre a la misma rapidéz y se detiene (zonas ] y [11), esto
es por carencia de sustrato, por inhibicién o por algon

cambio fisicoquimico.

18



Uns vez que ia biomasa slcanza un méximo, (zona 1V), sea
sstablecs un estado estacionaric, comoc e) de la zona V, en el
cual ia biomasa permansce constante, dissinuyendo
posteriormente como consecuencia del metabolismo de

manten{miento, comp se ve en la zona VI,

La duracifn de la fase exponencial, (zona 11!), depende
de 1a concentracién inicial del sustrato limitante, esto
signitica que Is biomsss pass de un sistema con exceso de
sustrato a otro con carencia del wmismo, pues ya fué
consusido. Esto ocurre cuandc se trasts de una fermentacién en

lotes.

I.UG DE BIOMASA

T1EMPD
1 fondiciomianto IV (eaaelarin
11 Aeleracion ! creciiento ¥ Esterionario
131 Crecisignio eporercini VT Declineion
FIGURA 2.Curvc de crecimiants en lotae
con B fases.
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E]l crecisiento celular en un cultivo en jotes donde el
sustrato suainistrado es limitants, pueds expresarse en
términos de concentracién de bjomass X, concentracién de
sustrato S, y concentracién de un inhibidor !, También deben
ser consideradas las condiciones de temperatura, fuerzs
idnfca y pH que son westablecidas al principio de ia
fermentacién y es =muy probable que varf{en durante el
transcurso de ia misma, 8 no ser que se controlen
externasente; lo anterlor pusde afectar en gran wmedida al

crecimiento celular.
Ls expresién genera! para crecimiento celular es)

g—f—- £0X,5,1,T,pH....0te) %)

Se han propuesto varios modelos para crecipiento celular

basindose en esta expresifn. Uno de eilos es ol de Monod.

Cuandc el creclmento de un cultivo en lotes esté
limitado por la cantidad inicial de sustrato (Se), ia curva
de crecimiento puede expresarss en térainos de los pardmetros

de crecimiento. La ecuacién de Monod e describe la relacién

20



entre l!a velocidad especifics de crecimiento - y ia

concentracién de! nutriente lisitante (S} en un cultivo.

Modelo de Monod: 27
il
Hmax S
donde : oz T— (3)
Ke + S
y @ X-Xo * Y(So-§) (8)

donde Y es ¢l rendisiento celular por unidad de susirsto , Xo
Yy So son |a concentracién inicial de bilomssa y sustrato
respectivamente. Sustituyendo (4) en (3), para poner u en

funcion de X y finalmente sustituyendo en (2) tenesos ¢

Hmax (YSo ¢+ Xo - X3X
ax (51
dt KeY + Sof + Xo - X

La figura 3 representa s ecuacién (3} donde u se
gréfica en funcidn de 1a concentraciédn de sustrato. Ei wvalor

de Ke s8@ obtiene cuando w=0.S5umax,

dende: 5% = velocidad de crecimiento celular
4 = velocidad especifica de crecimiento la cual

s® mantiene constante en la fase exponencial,
cuando es proporcional a la masa de celulas
presentes.

21



Ls velocidsd especi{fica de crecimiento estd en reiscién

con e«l tiempo de duplicacisn t‘, y la wecuscidn (2) se

integra entre los JImites X y 2X.

t,- In 2 ., Q.693 (6

t7)

A Ch 1)

/.U.BF mex
/

Ke S imgli

FIGURA 3. Represertacion de o ecuacion
de Morod.
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Otro modelo establecido es el de crecimiento lineal, que
ocurre cuando existen limitaciones debidas a velocidades de
difusién o transferencia de masa, Cuando se trata de
organismos filamentosos y dependiendo si crecen en forea de
aicelio o pastillas los modelos con diferentes. Estos modelos

han sido representados por Righelato <&,

C IC. FERM (o}

Para antender el comportamsjento de cualquier
fermsntacién es necesarjio reslizar un estudio cinético, el
cual consiste en medir o estimar las velocidades de sintesis
de biomasa, de formacion de productos y de los efectos del

medio ambiente.

Las fermentaciones en Jotes, han s{do clasiflicadas por
varios autores siguiendo criterjos diferentes. Gaden
realizé una clasificacién consjiderando una reilacién entre Ia
tormacién de productos con 8l consumo de sustratos, como Be

muestra en la tabis 2.

23
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TIF2 111,

L3 fIguTa € es un eleapic Je Ia procucciin de peniciiina en
t1a See 1a fcreacién cel procusto acuzrre  en la fase
sstacicnazis. A este tipo de procuctas gQue aparecen en la
fase que sigue 2 la de! crecimiento, se les denorins

setazclites secundarics,

gr/l

£ Ricel i (Felt Sacct

&£ ot
L fzcor Coreee

FIBURA 4. rarsentocten alcahollca (TIPO 1)
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UCT! TERES A _F NT£C

Dada 1a gran cantidad de microorganismos utilizados en
las tfermentaciones es muy diff{ci! snueerar y analizar todos
ios productos obtenidos por fermentacién, por ests razén, sélo
se indican 1los principales productos baséndose on la

sstructura quimics y en el uso prictico.

Los productos de la fermentacidén se relacionan con las

siguientes Areas:

8) Alisentaria: Protefina, ssborizantes, sminobdcidos.

b) Farmacéutica: Antibiéticos, vitaminss, esteroides.
c) Quimica: Solventes, fcidos organicos, enzimas.
d) Contaminacién ambiental: tratamiento de aguas y residuos

téxicas.

e) Otros en que interaccionan indirectamente: Agriculturs,
ganader{a, promotores de| crecimiento, insecticidas
bialégicos, medicina. La tabla 3 suestra los principales

productos obtenidos por fermentaciones 8 nivel! industrial.

27



TABLA 3. PRODUCTOS OBTEMIDOS POR FERMEWTACION (8

ACIDOS ORGANJCOS AMINOACIDOS ALCOHOLES Y
SOLVENTES

acido acético Glutaemato de eodio Acetona
acrdo citricoe L-lisina autanol
Acido fumarico DPL-etionina z.3sutanodiol
acido glucdnico L-triptofanc Etanot
acido ldctico L-valina Glicersl
ANTIBIOTICOS ESTERDIDES PROTEINA CELULAR
Sacitracinag cortieona alga
Estrepiomicing Hidrocortisona Bocteria
Neomicina Peeudomonas Levadura

nicilina Teslosterona Mongos
tetraciclina Triameinolona
VITAMINAS OTROS
Acido aecérbico atcaloides
CtLanccobalamina Enzimas
fi=carotenc Insecticidas biolégiecon
Miboflavinag Metlanc

Nucledtidos Ipotenciadores de sabor)
Polisacdridos
c IDERA N, R, F ACIDN (s]+1¥]]
Para la formacién de productos a partir de un proceso

microbiano es necesario optimizar 3 aspectos:
1) El rendimiento del! producto por gramo de sustrato.
2) Concentracién de! producto.

3) Velocidad de formacién de! producto.
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Normaimente el metabolismo estaA ajustado para productr
solo el miniao necesario de metabolitos. E! €xito de una
fermentacién consiste en (interferir en ia ragulacién
metabdlics y provocar una sobreproduccién del cospuesto

deseado.

Los pasos principales para dessrrollar un proceso de

ferzentacién son:

-

Seleccionar una cepa microbians

2. Determinar los valores Optimos de tempasratura, pH,
concentracisdn de ox{geno.

3. Detersinar los requisitos 6ptimos nutricionales y la
concentracién celular.

4, Modificar |a estructura gendtica del microorganismc para

aumentar la formacién de productos.

ELD A LA FORMAC T

Se han propuesto muchos modelos pars 18 produccién de

diferentes metabolitos. Dichos modelos son:

a) Modelo asociado con e! crecimiento

b) Modelo no asociadoe con el crecimiento

c) Hodelo combinado

o

Modelo que incluye distribucién de edad.
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Cuando el sustrato se convierte en un sclo producto P,
& tasa O¢ formacitn ests en reiacion con la velocidad de

creciaiento por:

g, o X 8)
dt dt

donde o = constante estequiométrica., Este es |lamado modelo

ssociado con crecimiento.

En los casos en que {a formacién del producto es

independiente de la veiocidad de crecimiento.

¢, nX (-2
dt

donde 2 = constantes de proporcionalidad. La constante 3 es
similar 3 la actividad enzimética (la cdlula tiene un sistems
enzimstico constitutive que controls 1a velocidad de

formacidn del producto por masa de biomasal.

El modelo combinado propons expresar la produccién como

la suma de ambas scuaciones:

LI R S B ¢ €107
dt at
)
vel €€ L .0 (11)
X dt

donde ¥ * tasa especifica de formacién de producto,
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Se han elaborado otros modelos , en los cusles a y (7 son
varisbles y estan en funcién de las condiciones ambientales
como: temperaturas, pH, oxfgeno disuelto, veloctasd de

alimentacidn de sustrato, etc.

FEC A () A

Ls temperatura afecta el crecimiento notablemente
porque los microorganismos de una especie dada sdio pueden
crecer en un rango restringido de temperatura, s{ este rango
no se respeta !os microorganismog no solo dejan de crecer,

sino pueden morir.

El pH tlene un marcadc efecto en ia velocidad de
crecimento y en e! rendimientoc. Cada microorganisso requiere
de un determinado pH !lamado pH Sptimo, el cual, al fgual que
con la temperaturs, debe ser respetado pues de otra manera

los microorganismes no se reproducen y mueren.

EFECTO DE NUTRIENTES

E! medio de cultivo debe contener todos Jlos nutrientes

necesarios para e! adecuado crecimiente microbiano. El

oxf{geno es muy importante, pues permite una seleccién tanto de

microorganismos como de productos de) metabolismc (s In
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fersentacién es anaerébica la sayor parte del carbono se

esxplea coso energia y el resto como biomasa.)

Al infciar una fermentacién es factible dirigirlas vy
me jorarla en e} sentidoc que se desee aumentando el
rendimiento, excluyendo selectivamente ciertocs productos vy
esto  se logra con el masnejo de todas estas variables

menclonadas.

INMIBICION POR_GUSTRATO

Las substanciss quimicas gque disminuyen !a velocidad de
crecimiento de biomasa, Y que se encuentran on
concentraciones apropiadas se llaman inhibidores uos Las
substancias gque ocasionan Ia muerte de las células se llaman

toxinas.

La accién dal inhibidor depende principalmente de 1la
concentracién, de esta forma substancias que actdan como
sustratos para el crecimiento, se convierten en Iinhibidores a

altas concentraciones, como se muastrs en la figura 7.
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de Crecimiento

Vel.

Conc.de Sustrato

! Coomtrith an etisulo ol crecinimnto
[l foeanircion g8 o timita lo welecidad
111 Coemnt i que ihite el cracimiento

FIGURR 7. Efectc de !a Corcentroclén de Sustrato.

OCESO COi NUQ.

Antes de la Segunda Guerra Mundial existian deficiencias
en e] equipo usado y un mal entendimiento de Ia cinética de

crecimiento. La contaminacién en fermentaclones |

usual y los regimenes permanentes no se lograban,

Gracias al estudio de las cinéticas de crecimiento vy

produccién, las tecnicas de cultive cont{nuo e han

desarrollado notablemente,
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Existen 2 formas bésicas de cultlvo cont{nuo:

a) Cultivo de flujo tapén:

@ezclarse a tra

un cultivo por lotes y
asbiental diferentes de

cultive.

b

Cultive en un tanque

suspensidn de blomasa perfectamente mezclada, a

alisenta el sustrato a f1
extrafdo a la misma
permanezca constante.
controlar la velocidad
ceroc y un valor mdximo,

1M AN N U

Las variables gue deban ser consideradas en

continuco se muestran en

TABLA 4 VARIABLES IMPORTANTES EN UN CULTIYO CONTINUO

En

donde

s de un tubo O canal.

no

agitado:

ujo

velocidad

especifica

c

ofrece

este

el cultivo viaja sfn

Este sistema sinmula

ventajas de control

aplicadas a este tipo de

el cuai contiene una

ia que se

constante; sl producto es

de modo que el volumen

sistena [1] factivle

de crecimiento entre

VO CON v

un  cultive

ia tadla 4.

(1 ¥3

VARIABLES INDEPENDIENTES

VARIABLES DEFENDIENTES

TIRMPO (t)
CONCENTRACION DE SUSTAATO
M

TEMPERATURA (T
AERACION-AGTTACON (K, a)

INWIBIDORES (1)
INDUCTORES DE ENZIMAS
AJENTES MUTAOENICOS

(% §}

TASAS METYABOLICAS (Q)
CONCENTRACION CELULAR
COMPOSICION CELULAR
VELOCIDADES DE MUTACION
PATRONES NETABROLICOS

Xy

VELOCIDAD DE CRECIMIENTO
CONCENTRACION DE PRODUCTO (P
BUSTRAYO LIMITANTE
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v CI1DA IFICA DE CRECIMIENTO EN QU v [ N

El cultivo ssts wmuy retacionade con Ia cinética de
crecimiento, pussto que utiliza 1a correlscién antre
sctividad wetabsiica y disponibilidad de sustréto. Al
controlar el suministro de sustrato es posible fijar las
condiciones de blosinteis, metabolismoc y reguiacién dea I!a
céluia. La ecuscién de Monod que describe esta situacién es:

X .ut
Xo 127

La ecuacién se cumpie cuando la célula ests en presencia
d® un exceso de sustrato, }as células estdn creciendo y no

hay inhibidores presentes.

El aumento en !a biomasa estd dado por el balance de

biomasa siguiente:

Acumulacidén = Crecimiento - Salida 13)

Para un intervalo ({Infinitesimal de tisampo, dt, el

-balance parz todo el cultivo es:

V dX = Vv uX dt - FX dt (14)
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El balance para el sustrato limitante es:

Acumulacién = Entrada - Sallda - Consumo

2% . pso - bs - b ox

4X , g8

dt dt

Y s Céluy ormad

© de Sustrato Consumido

donde: V = volumen

flujo volumétrico
F/ V tasa de dilucién

F
D
Y constante de conversién o rendimiento

P

en e] estado estacionario se obtiene:

pmax - D

x.y[s‘_-_‘(i_ﬁ_.__

VENTAJAS CULTIVO CONTINUQ,

A diferancia de los procesos en lotes, en donde no
posible controlar las reacciones debido a que
concentracién de sustrato S, es funcién del tiempo, en

cultivo cont{nuo:
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- La velocidad especifica de creciajento N pusde
establecerse (dentro de los limites del organismc) de acuerdo
con las necesidades de) experimento. Se puede seleccionar un
estacdo de actividad metabélico particular y el control de

éste.

- Se pueden obtener células en un estado definido

independientemsnte del tiespo.

- Con equipo <de jaboratorio e pueden producir
coaparativamente, grandes cantidades de aaterial celular

definido.
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2.2 PRODUCCION DE PENICILINA

Los productos de fermentacién generaimente se hacen an
procesos por lotes, pero ususimente son de bajo volumen vy
alto costo. Los procesos en lotes también se usan cuando se
dagconoce la quimica de! producto por lo que moverse entre un

proceso en lotes y uno contfnuo no es facil.

Un producto que se obtiene de un proceso por lotes es |a
peniciiina, originalmente descublerta por Alexander Fleaing
(1881-1955), en un hongo de pan Penfcillium notatum en 19829,
1a cus) resulto capaz de matar un gran rango de bacterias, El
hongo fué usado pero con una produccién muy baja. Esta cepa
fué coeparada contra otra de Penfcililium chrysogenum, con la
que se obtuvo un mejor resultado pues fué un productor

superior y actuaimente es |a ceps ®is usada.

La penicilina es una familia completa de compuestos que
ocurren naturalmente y otros en forma sintetica o su

férmula general es:
o L] "
1] CHa
R —c = uN
I ! I;u
2
o; Ncoon

Los compuestos individuales de penicilina tlenen
distintos grupos en ia posicién R como se muegtra en la tabla

S,
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TABLA 3. TIPOS DE PENICILINA 3

GRUPO R NOMBRE QUIMICO NOMBRE TRIVIAL

cl;cn;cu - cl-c-.- Penitcillina 8-(Z-Nexenamida) Penicilina r

CM-(cm_1 _ -cH = Pentcilin -(Mexanomida) dr [
N B D] e e @ eihrasopen

CI'-(C= );cl.- Penicilina @-tMapiamida) Penicilina X

o - cn = Pantciling #-(Panonimetil) Penvcilina Vv

@— CI-- Penicilina @-tfanilacetamida) Penicilina o

no -@— cl.- Ponicrilinag S~(p~Nydroxy- reanicilina X
fenilacetamido?

Us unidadea iniernacionales de ®enzilpentcilina.
MU= 1E+8 U equivalenies a (0.887 gr}

8 mol de penicilina O = D0.884 billones de unidodes
de penicitina,

Los diferentes tipos de penicilina tienen propledades
particulares como antibidticos y se forzan an varias
concentraciones debldo a la sccidén particular de algan

nutrientes a las condiciones particulares de tesperatura y pH.

Aunque estas moléculas no son muy cowplejas no es facil
sintetizarlas on @] Iaboratorio, debido a que la torsaclén
artificial del anillo principal presenta dificultades. Se han
obtenido un gran nomero de penicilinas sintéeticas y el costo

a gran escala es prohibitive., Por esta raz2én, euchas
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peniciiinas de uso clinico son hechas por fersentacicones por

lotes a gran ssc

NTA

Para que sxista una buena produccién se encontré gque
debe utilizarse una fuente de carbono, Is cus! pueds ser
lactosa, glucosa o sacarosa; una fuente de nitrégenc, que es
tomada de algunos aceites extrafidos de s semilla de aigodén,
cacahuate Do soya. Se encontré que e} licor de maiz funciona
como un gran susinistro de nitré6gsno y contiene fenilalanina
y fenetilamina que actua como precursor de 1a formacién de
bencilpenicilina., Asisiseo otro nutriente importante son las

ssles minerales, lactato y acetato de asonio.

La asreacién y agitacién son fundamentales para el
proceso y la teoria de transferencis de ox{igeno se dsbe
splicar, pues ®! oxigeno es uno de ios parémetros importantes

porgque regula ! nivel de produccidén de peniciiina.

La temperatura de incubacién y de proceso debe ser

regulacda ya que ocurre de 33 ‘c =37 "c.

La penici{lina G (Fjgura 8) es una de las mis producidas
actualments y por lo tanto, la mis importante. Se ha
encontrado que &1 se adiciona al! proceso &cido fenilacético y

fenilacetanida la prcoduccidn de esta penicilina aumenta

40



FIGURA 8. REPRESENTACION DE LA MOLECULA DE PENICILINA G

Otra penicilina que es nuy usada es la penicilina V
(Figura §), la cua! se prepara agregando a la fermentacién

dcido fenoxjacético.

@._o_a.,-::'_mﬁj(“:
of Ncoon

FIGURA 9. REPRESENTACION DE LA MOLECULA DE PENICILINA V

Estas penicilinas tienen buenos atributos. El primero es
que Ppor su gran estadbliidad a los 4scidos pueden ser
administradas oralmente; en segundo lugar, bajan el {ndice de
alergia ya que el B% de la gente Ia presenta ¥y en tercer
lugar presenta resistencia a !a actividad enzimitica de la

penict!iinasa encontrada en muchas bacterias.
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EROCESO _DE_PRODUCCION.

El proceso de producclién de penicilina un empleza con
e] desirrollo de un medio de cultivo pars el eicroorganismo
que i» gensra. Esto se hace iniciaslmente en tubos de cultivo
o tubos de ansayo con e! hongo creciendo en la superficie de
ia mezcla de nutrientes. El hongo que crece puede wmantenerse

congeiado por varios afios hasta que se necesite e} inoculo.

Este hongo se transfiere a grandes recipientes que
contienen el sisno medio de cultivo. El crecimiento continda
a traves de varios pasos hasta Qque ¢! hongo se encuentra en
suficlente cantidad para empezar la produccidén . Este proceso

se muestra en la figura 10,

Las 4 primerss unidades del desarrollo de laboratorio
son principalments para !a purificscién de! hongo y poder
introducirlo al proceso. En Jas primeras tres se usa equipo
de vidrio y una Incubadora con agitacién a temperatura
constante. En Ia ultima unidad se usa un fermentador semilla
donde €! micelio del hongo crece y aqu!{ se produce muy Ppoca

penicilins.
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En e! fermentador se inyecta afre violentamente agitando
ts mezcia que contiene e] cultivo forsado snteriormente, y
que contiens también jarabe de malz, lactosa, sales
mineraies. Los productos obtenidos de este fermentador
alimsentan » un gran fermentador después de un dfa de
cperacién, este fersentador a veces de 50,000 galones de
volumsen se sagita con un motor de 700 HP.,agregando jarabe de
maiz, lactosa., y sales mainerales. E! primer dia de cultivo se
uss para llegar a la concentracién del hongo en la cua!

empleza a generar la produccién.

Cuando el precursor de la penicilina est: alterado se
tiene penicilina G, en el caso de usar fcido fenilacético vy
&1 o] precursor que se usa es Scido fenoxiacético se foram

penicilina V.

La peniciliina se forma en e! fermentador durante los
siguientes 3 a 7 dfas. La figura 11 ouestra como es el
crecimientoc del hongo durante el primer dfa y como auments la
concentracién de penicilina durante los préximos 3 dias,
disminuyendo el contenjdo de azdcares de la mezcla y

ausentando el pH.

Esto ccurre en un proceso en lotes. 5f{ el procesoc es

cont{nuo existen algunas sodificaciones an #! comportamiento

de las curvas.
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De 3 a 5 fermentadoras pueden ser alimentados del
fermentador semilla. Cuando 1a fermentacién se completa i3
sezcla se aljmenta a un filtro rotatorio al wvacfo donde el
micelto se quita de) medio de cultivo, e! liquido se enfrf{a a
80°F con un enfriador vy se sanda al tanque de
almacenamiento, en este punto e! proceso ha operado
completamente en iotes y de agquf en adelante se usa un

sistema semicont{nuo.

Acido y solivente (amilacetato), se afaden a la mezcla

fria y el solvente colecta la penicilina, este se separa del
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medio de cultivo en la centrifugs. E! wmedio de cultivo se
extrae por segunda vezx con un disolvente para quitar residuos
de penicilina. Este segundo procesc por lotes de solvents se
usa en ®l primer contactoc con més medio de cultivo fresco. EI
sedio de cultivo sin penicliiina se manda a Is wunidad de
destflacién pars quitar tods traza de solvente. La mezcls
solvente penici{lina de la primera extraccidn se alimenta a un
tanque mezclado donde se afNade agua y &lcaii, en este medio
bésico, pH > 7, la penicilina es m&s soiuble en agua que en
el solvente. Otra vez las dos fases estan intimamente
mezciadss y son separadas por centrifugacién, El solvente se
manda & una unidad recolectora donde se purifica para

reutilizario.

A la mezcla 8cido-penicilina se e aNade otra vez 4&cido
y solvente y la penici!ina se vé con el solvente; después de
ls separacioén de las fases se hace una transferencia final
de!l soivente a agua. Estas transferencias entre agua ¥y

solvente purifican la penicilina.

Ls fase agus poniciiina se manda a través de un
clarificador da carbén activado donde quita el color, después
se v& a un cristalizador donde se usa un agente precipitante
para cristalizar la penicilina. Los cristales se colectan en
una centrifuga de canasta, e! ifquido es removido de 1la
centrifuga se recicia a cristalizador y los sélidos se mandan

al secador donde se utiliza ajire caliente,
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Se recogen particulas fi{nas sdlidas de ssta corriente de
aire con un separador de ciclén. Los s6lidos obtenidos del
secador y de) cicién se espacan en tambores y se venden como

penicilina cruda.

Tanto la concentracién, la feraentacién del] wmedio de
cultivo y las condiciones varfan de fabricante en fabricante

y generalmentes se consideran coso patentes.

Una planta de fermentacidn t{pica usa S fersentadores de
50,000 galores cada una y agitacién de 700 HP. y 3
compresores de 100,000 ft'/ain que suministran el ajire. Los
procesos de recuperacién usan extractores centrifugos
contfnuos a! vacfo, filtradores al vacfo, cristalizacién

contfnua y secado a) vacto,
FERMENTACION CONTINUA

Un gran desarrollo en la técnica de fermentacién es la
operacidn contf{nua um. Hay dos tipos de sistemas cont{nuos

que pueden ser adoptados a los procesos de fermentacién:

Uno de ellos e5 ¢l sistema tubular, en donde la =

fermentable tiene que flufr de un extremo & otro del tubo,
as! las condiciones sucesivas pueden ser reproducidas como
tfases estacionarias a lo largo del reactor, esto es, tomando

incrementos pequefios de longitud y considerarios como lotes.
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E! otro sistesa es de tanques, donde 1a wmass de
fermentacién puede ser retirada parciaimente del tanque a la
ajisms velocidad que !a masa fresca es alimentada. Con un
mezciado perfecto la concentracién sn e! tanque @s uniforme y

no var{s con ¢! tiempo.

E! tanque agitadc se prefiere a! reactor tubular o flujo
pistén debido » !a naturaleza de 1a relacién cinética en la
produccién de penicilina. En el reactor de tanque agitade Ia
velocidsd de crecinmjento no es 1igual a s velocidad de
produceién, pero estadn {(ntimamente relacionadas. Para un
valor de ia concentracién de sustrato inicial, la produccién
aumenta si el tiempo de residencia (&) aumenta, hasta que
Ilega & un wvalor mixismo, si sobrepasa este limite 1la

produccién disminuys.

El consumo de sustrato no es funcién de 1a concentracién
del miswo, ya que la mayorfa de d&ste, se utlliza pars
santenimiento celular. Un aumento en la concentracién inicial
de sustrato provoca un aumento en la produccién, porgque su
consumo total es mayor ya que existe més disponibilidad,
siando los perfiies de concentracién de sustrato y oxigeno
siempre los mismos pars cualquier condicién inicial

uti{lizada,

La produccién obtenida con un reactor tubular eas muy

diferente a i3 obtenida con el reactor de tanqus agitado.
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Esto se explica por sl comportasiento de! sustratc en el
bulto del reactor tubular, para una concentracidn de sustirsto
inicial, uns porcién significativa del reactor cerca de la
sntrada se muestra bajo la influencia cde una inhibicién de
produccién y crecimiento por exceso de sustrato, » la salida
del reactor eviste deficiencia cel mismu, esto implica gue

una pequefa porcidén central del reactor es activa.

Si se aumenta la concentracién Inicias! de sustrato,
aumenta la inhibicién a !a entrada, requiriendo de un tiempo
de residencia mayor para reducir los njveles de sustrato y
para que Ja sintesis de prooucte ocurra. E} sustrata
adicionsl es consumido a3 la entrads, no para producir puesto
que existe inhibiclén, sino pars mantenimiento celular y solo
una pequefia parte intermedia del reactor sigue funcionanda
obteniendo una producciédn un poco mayor, porque el sustrato
et utjilizado en esta zona para produccién mAs gque para
mantenjimento. A la salida sigue existiendo deficiencia de
sustrato en menor proporcién, pero adn ss!{ nunca supera a la
produccién obtenida con e! reactcr de tangue agitado, puesto
que una gran parte de! reactor de flujo pistén es

desaprovachado.

De aquf que el sistems de tanques e5 el Qque mejores
resultadcs d& porque puede detcarrollarse répidamente a partir
del equipo tradiciona) de fermentacién realizando pequefas

moditicaciones en la técnica de operacién. En el caso de un
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sf{stema tubular el equipo es tan diferente que hace necesario

mane jar nuevas técnicas de operacién.

En estos procesos en continuo §e encuentra que el
perfodo de produccién madxima de penicilina no coincide con el
perfodo de madximo crecimiento y por lo tanto en una operacién
cont{inus el aicroorganisso tiende a ser sacado del
fermentador porque no va a crecer lo suficientemente répido
para mantener su concentracién en 1a masa fermentable. En la
préctica esto se evita poniendo una mesbrana a la saiida
implidiendo que la blomasa salga antes de t{iempo y facilitando
Ila purificacién de la penicitina. Otro método es usar 2
recipientes en serie, el primero para que crezca la biomasa y
el segundo, con las condiciones adecusdas para la produccién

Sptima.
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2.3 MODELOS CINETICOS PARA PRODUCCION DE PENICILINA.

Se han propuesto muchos modelos cinéticos para describir

los mecsnismos de produccién de peniciline.

Dads !a compilejidad de) metabo;{sme efectuado se
desconoce e} meczanismo exacto de) pProceso. Por esta razoén
todos los modeios son difertentes, contenlendo ceracter{sticas
y suposiciones que se apegan » [os datcs experimentales de l&

investigacidén que dié lugar a ese model!o.

A continuacién se enumeran aigunos de los modelos que
han sido wutizsdos frecuentemente por proporcicnar buencs
resultados o por contener nuevas estrategiss que describen en

forma més exacta al proceso.

HODELOS

1. Modelos basados en la ley logistica umae
a) Modelo de Lueaeking y Piret ae
b) Modelo de Constantinides au»
2. Modelos basados en la edad cejular am.ae
a' Hodelo de Shu ams
3. Modelo basado en balances elementales de materia um
4. todelo basado en la cinética enzimatica umuam,2o

a) Modelo ce Bajpai y ReuB as.zoizy
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L] ASADO EN LA T

Este modelo fué desarrollado por Luedeking y Plret @
y posteriormente Constantinides am realizé investigaciones

basandose en &1.

Es un modelo clasico usado espec{f{icamente para
dascribir la produccién de metabolitos wsecundarios. Propone
que la velocidad de formacién de producto ests associada 3 2

fases: crecimiento y no crecimiento.

gp | ax 2
at - bt X+ b2 at

Estd basado en la formacién de productos comd resultado
de! crecimientc o de reacciones enzimsticas no involucradas

con el proceso de crecimiento, o ambos.

A pesar de la slaplicidad de estos modeios no son tan
faciles de estudiar, porque no simulan todo el rango de
condiciones que se requieren verdadsramente. Por ajemplo, no
se considera como influye =] descenso de oxigeno en la

velocidad de formacién de productos. No obstante, representa

el crecimiento celular aceptablemente y es llamado ley
logistica o exponencial, en e! cual 1a velocidad de
crecimiento celular es 5% y es proporcional a la
concentracién de biomasa presente en ese momento.
&.xx (22)
dt
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En |a préctics esta relacidr es una buinas aproximaciin

para largos perfocdos de crecimiento. Cuandc el nutriente se
agota, s® acumulsan ljos wmetatolitos, y el patrén de
crecimientc causa una sobrepoblacior, se desvia de s
relacién logaritmica simpie y & esto se le llama fase

estacionaria, donde no existe creciemiento neto. Cuando existe

€stla fase estacionaria aparece la ley logfstica.
dax 23
n:b_[,,[x,b_]]x

donde bs y b2z son constantes empiricas. La relacilén es basada

en el concepto de una poblacidén limftante, 1a cual crece
hasta ) limite b2, y |la velocidad de crecimiento se aproxima
& cero.

Ambas, ley log{stica y Iogarftmica pueden ser usadss
para representar la relacién entre craecimiento celular y

formecién de producto.

La scuacién para produccién de penicilina sigulendo la
ley logfstica es l& ecuacién (24) donde P representa Ila
concentracién de penicilina. Se encontré que el término b.x
o5 muy importante pues {ndica la cantidad de biomasa
presente. E! término b’ g% no ®s necesaric puesto que Piret,
@2 encontré que ls velocidad de produccién es independiente

de |la velocidad de crecimiento.

>
L b X + bs ax (ca)
dt dt
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Pirt y HRigheiato 2 demostraron gue existe una

disminucién en la sintesis de peniciliina y lo explicaron como

unh decaimiento de) sistema, Cen esta intormacién
la ecuscisn debe corregirse aNadiendo el tersino de
d

aimiento b P,
-

-1 - 4
g * DY X - be P o b g €25)

En conclucidn basindose en las ecuaciones (23) y (25
para el sistema de produccién de penicliina se tienen las 2
ecuaciones fundamental®s Que describen tanto el crecimiento

como la produccién mediante la ley logfstica son:
ax | N 23
#oafi- (xm )]

3
g=tu)(~tm? 26

Valor de los parimetros ay, e

b‘= 4,3230-02 b,* 1.720e-02 Xzconc.de biomasa
b2= 3.931e+00 b.= 2.181a~02 P=conc.de producto
t=t{empo
- MODE ASAD N D )

Debido a que !a produccidén de penicllina cesa después de
ciarto tiespo aunque lae condiciones sean favorables para ta
prcducecién, fueron desarrollados modelos que {Involucran ia
edad de las células o de las poblaciones. Este wmodelo es

aceptable debido al caracter macroscopico de! afcroorganismo,
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La edad celular significa el tieapo transcurrido desde

ia incepcién de la céluls.

Para wuna ceélula, [ 34 ia velocidad de foraacién de
producto sa expesa por r, F(®), Ia veloocldad neta de

formacién de producto a tiempo t debe ser:

g{- = C (8,1) F(®) de 27)
0

donde C(8,t) representa una funcién de densidad de edades de

la poblacién a! tiempo t.

Shu us) propusc un msodelo que consi
funciones de decaimiento para representar Ila forsacién de

producto por unidad de peso de la célula.
Fle) = EA'.lp (=K @) c28)

donde A y K‘ son valores positivos.
Para e} sisteaa de produccién de penicilina la ecuacién
de Shu, um propone una ecuacion simple an la cual a

velocidad de produccién esta en funcién a Ia edad del

cultivo,
de .y [ s ks a"‘"] €28,
33
tx horas gf = U g7'celulas bt
en donde : k, ki, kz ¥y ks spon son constantes, el termino
-k‘t significa ef decaimiento de la enzims y el segundo

termino supone la produccién durante las etapss tempranas de

crecimiento.
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3. MODELO BASADD EN BALANCES ELEMENTALES DE NATERIA

Este wmodelo @5 un balance de materis combinando
scusciones cinéticas simples pars un proceso en Iotes en la
produccién de penicilina. La velocidad ode consumo de sustrato
sfigue im ecuscidn de Monod y Ila veliocidad de produccisn de
penicilina se asume que eF una funcién de s velocidad de
crecimiento. Este wmodelo presenta una estrictas relacidn
entre ls velocidad de crecimiento y la produceién de
penicilina, is cual! se observa comunmente sn !a fass lag. Por
1o tanto, e) perfil de aifmentacitén durante I|a fermentacién

®s de vital importanci{a, pars obtener altos rendimientos.

Bésicamente, como se¢ ha visto, Ia estructurs de un
procesoc da fermentacién se oconstituye de uns ecuacién de
velocidad de conversién de sustrato, uns velocidad de
produccién de biomasa, y una velocidad de conversiénm a
productos. Para obtener estas scuaciones se realizan balances

slenantales usando relaciones entre varias velocidades Yy

datos experimentaie

El primer paso consiste en decidir cua!es compuestos son

relevantes para la fermentacién; los compuestos y valores se

reportan en ls tabls 8,
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TABLA ©.

COMPONENTES RELEVANTES EN LA FERMENTACION
PENICILINA, 17,

Peso mo- Entalpia Velocidad
Compuesto lecular molar de de conver-~
formacién sién
<gd Ckcal/mol) Cmol /D

Glucoss 180 -303 r

L)
Oxigenoc 3z o} r

e

aa -84

CDZ ] L
Agua 18 -68 r

v
Penicilina 334 -115 r

»
Amoniaco 17 -18 r

n
Acido sulfdrico a8 . -184 LI,
Acido fosférico 28 -319 r’h
Acido tenilacéetico 136 -89 LI
Acido penicitico as2 -183 rPD
Biomasa 24,52 -28.1 r

x

Los e@lementos que s consideran relevanss en esta

investigacion son 6 : C, H, N, 0, §, P con los cuales se

obtiens el siguiente balance de sateria.

Con estos datos se obtiense el siguiente balance de

materia:

Balance de carbén:

6re * rc ¢ 7x + 10 rp ¢+ B rpe ¢+ 16 rpe = 0 30)

Balance de hidrédgeno:

12 re + 2 rv ¢+ 1.8B4 rx ¢ 18 rp

+ 3 rn+r 2 reu+ 3 rph ¢+ B rpa s 20 rpo = O 31)
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Balance de nitrégenoc:

0.16 rx ¢« 2 rp + rn 4 2 rpz = O

Balsnce de oxfgeno:
6 ra+t 1l rve0.52rx ¢ 4rps 2rc
+ 2 10 ¢+ &4 reu ¢+ 4 rph v+ 2 rpa ¢ 5 rpo = 0
Balance de azufre:
0.0046 rx ¢« 1 rp + 1rsu ¢ 1 rpo = 0

Balance de fésforo:

0.0054 rx + 1 rph = O
Bajance de entalpia:
=303 re - 60 rv - 28.1 rx - 115 rp -84 rc - 19 rn ~ 194 1

- 319 rph - 89 rpa ~ 183 rpo ¢+ rH = 0

rv o6 |a velocidad de produccioén de calor (kcal/h)

Rearreglande algebralicamente se reportan las siguf
expresiones para |a velocidad de conversion de oxfgenc
carbono rec, amonio rn, ac. sulfurico rsu y ac. ortofosf
reh,
- rfo = -~ 6 re - 9 rpe - 1.044 ru - 18.5 rp - 18.5 r»
res - 8 re - B8 rpa - rx -16 rp - 16 rpo
rw = - 668 rs - 955 rpa - 110.1 rx -1961 rp -1861 rpo
“rn = 0.18 ru ¢ 2 rp +2 rpo
-reu = 0.0048 rx *+ rp v rpo

“rph = 0.0054 rx
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Las ecusciones cinéticas muestran que usando esta
sstructura sélo la concentracién de glucosa, penicilina y

biowasa son las més importantes.

Balance para glucosa:

(G Cs) G
g——d'_—'—-t:sg;ocg%l-nom (a3,

Balance para penicilina:

946 Cp) 96 gcx
dt = Cp m + G dt = rp (44

Batance pars biomass:

ﬂ:%c—"—’ =c.ﬁoc"-§-}-n (e5)

Donde: G es el peso del caldo (Kg); Cs es la concentracién de
glucosa (mol/Kg); Cp es la concentracién de penicilina
(mol/kg): Cx es la concentracién de biomasa (mol/Kg); ¥y ¢ es

@l flujo de azUcar dentro del farmentador en (mol/hr).

La suposicisén, en este mode!o, de qus el crecimiento .y

produccién de penicilina ocurren simultan ente, no se

muestra, puesto que de acuerdo a los resultados reportados
@7, los cuales fueron generados por las ecuaciénes del
modelo, el crecimiento de bjomasa y la formacidédn de producto

estan aparentemente separadas.
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En base a los mismos resultados generados por e@! wmodelo
existe wuna perdida de penicliiina respecto a los datos

obtenidos experimentaimente.

Por esta razén, el modeio no es confiable pues de ante
mano se sabe gque el crecimiento de biomasa y la formacién de
producto estan estrictamente relacionados, por Jo tanto Ila
aparente separacidén que es reportada un indica que oste

modelo no es factible de ser utilizado.

4. EL.Q0_BA CIN CA ENZI c

Este modelo fué desarrollado por Bajpai y ReuB, y es el
dnico que considera los etfectos tanto de la concentracién de
sustrato como la de ox{geno, en las velocidades de
crecimiento celular y formacién de producto. La velocidad de
produccién de penicilina se ha encontrado que se reduce
notablemente bajo condiclones de limitacién por oxfgeno (=,
9. Este modaelo da resuitados congruentes y auy semejantes
a los datos experimentales los cuales fueron obtenidos en

condicliones industriales un.

Preferentemente se aplica la cinética de Contois sobre

ia de Monod, puesto que a altas concentraciones de células

existen limitaciones difusionaies, las cuales causan un valor
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aparente en la constante cinética de Monod. Por esta razén y

por e! hecho de gque cusple con los resultados experimentales,

de un procesc en jotes el modelo an queds de la siguients

forma:

Rl'u"Ux

Re = & . yp

dt
. - 28,

Re dt
P

Ro brs

Donde:
Ro velocidad
Rp velocidad
Re velocidad

Rx velocidad

s o
Ca8)
KeX + § KosX + 0
s 0
x can
Kp ¢ S [x . = ] KopX + O
I SN - b S NN -
Yese dt * Ypre at * Mo X (40’
A dX 3 dP oy (48

Ysxso dt ' Ypro dt

consumo de oxfgenc (unolOzlc-'/h)
formacién de producto {(mg poniulllnl/e-'/h)
consumo de sustrato (mg lu-\r-tolun'/hI

crecimiento de biomass (mg celuis soc;l:-‘/h)

Los parametros para las constantes se suestran en la tadla 7.
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TABLA 7. PARANMETROS DE LA CINETICA DE BAJPAT Y REUB (27

PARAMETROS VALOR UNIDADES
Us 0.1 Y
Ue 4E-3 tmg pemicilinasmg célularhs
Kn 6E-3 img sustratormg célula seca
Kp 2E-4 tmgrem
Ki 0.1 . (mgrem )
Kox 1.11E-3 Co (umol 02/mg célulo seca)
Kep 3E-5 tumot o2/mg célulo secod
Mo 0.014 img sustratosmg célulash)
Mo 0.467 (pmol smg célularhy
Yure 0,45 tmg célulasmg suslraoto?
Yx/o 0.04 (mg célulasumol de 02}
Yprm 1.2 img penicilinasmg eustrato)
Ypro 0.2 tmg penicilinasimoloz)

Lo .D\ubll\dxd del oxl(geno Eura en &l susiralo en fase
1lquida es Co = .08 umolrscm . (B7), (202,

El principal atributo del! modelo es Ila cinética de

inhibicién por sustrato l!a cual se asume Qque debe ser

reguilada para la formacién de producto. Debe subrayarse que

este modelo no intenta hacer una hipétesis del mecanismo
bioquimico Involucrado. Este es un nodelo simpie para
estudiar la limitacién del crecimiento y produccién de
penicilina debldo a! oxfgeno disuelto. Aunque el modelo se ha
verificado para fermentaciones en lotes, se ha considerado
que puede representar muchas fermentaciones de antibiéticos,
y sopliarlo pars fermentaciones contfnuas. Los pardmetros
descritos son una funcién de la cepa en gran medida y de su
eorfologia,

Debido a que tanto la concentracién de sustrato como de
oxfgeno son los factores limitantes, es recomendable usar
algunas estrategias de alimentacién dependiendo de 1as

condiciones odel sistema <23, @m,
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2.4 SIMNUL ACTI OMN

Se ha desarrollado una gran tendencia hacia una mejor
aproximacién cuantitativa de los problemas de disefio y
operacién de equipo en la {ndustria quimica; ésto ha wsfdo
posiblie gracias &l uso de computadoras para la solucién de

sistemas complejos de ecuaciones matemdticas.

E] modelaje de un procesc puede realizarse tanto a nivasl
laboratorioc, pianta piioto y adn a nlvel industri{al, para

ellc se reguiere del uso de wodelos pateméticos,

En ests seccién se describird el método a seguir en la

simulsacién de procesos Qquimicos.

S 1 MULACI ON

E! término siaulacién am. oo se refiere a 3]
construccidn de una representaclién simplificada de un proceso
o sisteaa fisico con el f{n de facilitar su andlisis.

Las representaciones aoatemiticas de los fendémenos
naturales son ilo que se conoce coan Modelos Matamfticos, y sa
caracterizan por mostrar los efectos de las variables que son
significativas para el {nvesti{gador.

Un modeio matemitico no contiene toda la informacién que
e! proceso pretende representar. Por ello, para elaborar el

modelc se debe seleccionar cuales caracter{sticas del proceso
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son sis relevantes y cap de ser representadss. Esto

peraite unas fécil comprensién de los tenémenos que

intervienen en el procesoc.

PASOS A S EGU R E N UNA S 1 MULACTION,

Debido al caracter tan complejo de un sistema real, el
estudio que s8 hace para obtensr un modelo se divide en 4

etapas:

ETAPA 1. OBSERVACION DEL SISTEMA.

Esta etapa representa la fase experimental del estudio y
a partir de los resuvitados, se plantea una serie de

conclusiones que muestran cémo se comporta e)] sistema.

Si en e! sistema real requerido es muy diffcil obtener
{nformacidén por el alto costo o dificuitad en su daesarrollo,
58 construye un sistema pequefio con las wismas
caracterfsticas qua @l real y se trabaja en ¢! de Ila misma

forma en que trabaja e! sistesa verdadero pero a escala,

ETAPA 2. ESTABLECIHIENTO DEL MODELO MATEMATICO.

De las conclusiones obtenidas de la etapa anterior se
postula el modeic matemdtico, esto es, una serie de
ecuaciones que por lo general! son diferenclales o de
dife:encias. Se pueden westablecer varios modelos para el

mismz c<ist:ma, y cada uno que resuelva problemas particulares
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asociados » este,

Existen 2 clasificacionss que constituyen a ios modelos:

a) fModelos en estado estacionario

b

Modelos dindmicos
y en cualquier tipoc el grado de detalle requeridc dspende

de 1a cantidad de datos bisicos disponibles.

Para elegir un Model)o Matematico se debe conpiderar la
complejidad del modelo y el grado de dificuitad que éste
requiere para su solucién y para ello es preciso considerar
los sigulentes factores:

a) El orden del modelo o nomero de funciones independientes
requeridas para describir el proceso.

b} El nOmero de parfmetros i{nvolucrados en el modelo.

c) El naomero de variables independientes inclufdas en e!

modelo.

ETAPA 3. SOLUCION DEL MODELD HATEMATICO.

La solucién del modelo matemdticoc geners informacién que
predice el comportamiento del ‘sistesa real. Con esta

informacién se puede conocer el grado de validéz del mcdelo.

Una descripcién muy amplia del procesoc nos producirs una
cantidad muy grande de scuaciones y aunque éstas puedan ser
resue)l tas, es recomendable usar buenos criterios ingenisriles
para reducir las ecuacicnes a un sisteza assnos cosmplejo y

obteaner como resultado una buena solucién semejante a los
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datos gue lo g

Es importante arreglar las ecuaciones en una secuencia

16gica para gque e modeio computacional sea estable.

Cuando las ecuaciones son ensambladas existen Métodos
Numéricos para resolverlas como un sistema de ecuaciones
simuiténeas. Este arreglo presenta claramente la secuencia
de! sistema y muestra Ja interreiacién de variables que no

eran tan aparentes durante las etapas anteriores.
ETAPA 4. VERIFICACION Y AJUSTE DEL MODELO.

Los resultados obtenidos en la etapa anterior, se
comparan con los datos del sistems real, con Ilos cuales se

establecis el sistema (etapa 1).

Una de !as corridas debera ser desarrcllada para probar
la validéz de! modelo y cuaiquier solucién no esperada, debe
seor racionalizada para asegurar que no se cometieron errores

durante la computacién.

Blllnﬁos- en las 4 etapas anteriores se concluye que un
sistema puede simularse por medic de un modelo, el cual
resume las partes esenciales de]l sistema y permite comprender
con wmés profundidad e] comportamiento y predecir otro
totaliments difarente sin necesidad de realizarlo

experimentalmente.
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2.3 METODOS NUNMERICOS.

Antes de definir y explicar Jo que son los wétodos
ndmerfcos, conviene explicar brevements o que son las
ecuaciones diferenciales, ya que como se mencioné
anteriorments, los Modelos Mateméticos de sistesas dinsmicos

originan un conjunto de ecuaciones diferenciales.
ECUACIONES DIFERENCIALES

Las .;uncionol diferenciales @®, (<, o tienen una
importancia fundamental! en las aplicacicnes, ya que auchas
leyes y fenémenos f{sicos pueden modelarse matesbticamente en
la forma de estas ecuaciones relacicnando las variables
independientes con las variables de! sistema, en términos de

derivadas o diferenciales.

Una variable de una ecuacién diferencial (1]
independiente, si existen una o mis derivadas con respecto =a
esa variable. Y una variable es dependiente cuando existen

derivadas de esa variable.

S{ en una ecuacién diferencial hay uns sola variable
indepandiente jas derivadas son totales y la owscuacién es
ordinaria. Ds la msissa formsa en un conjuntc de ecuaciones
diferenciales ordinarias la variable independiente es comtn a
todas las escuaciones. Por el contrario, s! aparecen 2 o wis

variables {ndependientes las derivadas son parciales.
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Una ecuacién diferencial es lineal s{ no aparecen
pot.nci’l de la variable dependiente, por sus derivadas o

productos entre derivadas.

El orden de una wecuacién diferencial es ) de 1a
derivada de mayor orden que aparece en la wecuacién, y el
grado es @) grado algebraico de la derivada de mayor orden

que aparece ®n la ecuacién.

Para dar solucién a una ecuacisén diferencial ordinaria

de orden n cuya forma general es:
. o n
F[I.y.y [P ARFREITES 4 ]‘O (50)

Yy s® establecs gque debe apar r n constantes para la

solucién,

Grlflc;l.nt- Ia solucién es una famiiia de curvas
planas, (51} cada una de ellas obtenida para valores
particulares de las n constantes como se muestra en ia figura
12.

G[x.y'c..c......c“]-o 51)

Cads curva corrssponde a una solucién particular de la
ecuscién diferencial (50) y analfticamente Ia solucién se
puede obtener evaluando las constantes CeCarenrsecy

estableciendo n condiciones independientes.
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Yixd

FIBURA 12.Representacion Grdfico de la
Solucion Gerwral .

Dependiendo de cémo se@ establezcan estas condiciones, se

pueden considerar dos tipos de problemas:

i, Problema de wvalores iniciales: En e! cua! todas las
condiciones independientes son védlidas en ! aisBo punto

inicfal, mostrado en la figura 13,

2. Problema de valores a la frontera: Es cuando aés de un
valor, de Ja varfable independiente est& involucrado en un

mismo punto inicial, mostrado en la figura 14.
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Una vez que 5@ ha foraulado ) problems y se ha hecho el
andlisis matembtico, se proceds a la construccién de un
algoritmo para solucionar las ecuaciones. Este algoritmo de
solucién es llamado Método Ndmerico, am.

Los Métodos Nomericos “utilizan sélo operaciones
aritméticas y algunas operaciones 16gicas tales como
comparscidén algebraica, simplificando !a solucién de dichas
ecuaciones, y €] disefio de programas de computacién.

De acuerdo al tipo de problesa que se tengas existen
varios Métodos Numéricos que pueden dar solucién a problemss

especificos.

T U N PRO MAS CUACIONES FERENC1A

ORDINARIAS CON VALORES INICIALES.

Para dar solucién a problemas con valores iniciales han
sido desarrollados wmétodos explicitos a. entre los gue
destacan por Ssu uso frecuente el método de Euler 3,
Runge-Kutts awss, entre otros. Tambien métodos semiimplicitos
para problemas especiales como el que desarrollé Michelsen
36).

Se ha encontrade que Jlos Métodos Nomericos tanto
explfcitos como semtimplfcitos antes menclionados, din una
buena solucion a una gran cantidad de scuacionas

diferenciales y por esta razén son los mds utitizados.
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HETOROS EXPLICITOS.

Estos métodos consisten sn evaluar Ia integral yi{x) an
todos los puntos gque estén aspaciados en h unidades iguales,
esto se obt{iene paso a paso a partir del punto inicial y es
liamado Método de Integracidn Paso a Paso, ys que a partir de
uno o wmiés puntos Infciales conocidos se calculan ios
siguientes y una vez calculado se apoyan en este puntc y en
fos anterjores para calcular uno més ¥y ast sucasivamente;
esta os i{a razén por la que se llaman métodos explficitos, ver

tigura 15,

Yix?

FIGURA 15. 4étods de sciucidn poas o paso da o

probiera da valorae inicialaa.
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Para evaluar y(x) en los puntos il- 1.6 ith %
i21,2,3..., 5@ utilizan tas férmulas de recurrencia que usan
los valores conocidos de yfx) en e] punto anterior. Para
aplicar estas ecuaciones es necesario evaluar y(x) en los
primeros puntos desarrollando Ja funcién en serfes de

potencias.

NETODO0 _DE EULER.

Uno de los métodos mds sencillos y faciles de analizar
es o) método de Eular am. Sin embargo por Ja sencilléz del
método tiene |a !imitacién de dar poca exactitud, io que
muchas veces inpide su uso en algunas aplicsciones practicas.

Considerando la scuacién diferencial:

dy/dx=f{x,y) (527
donde Y[x ]=y
. .
y x.s x < x~

X - x
N .
los intervalos estan dados por: h = (53)
N
i4 X sa_ e ih donde i=0,1,2.....N
@] parametro h es !lamado tamaffo de! paso.
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Si y(x) es la soluci8n exacta a la ecuacién  (52)
expandiendo y(x) alrededor del punto x , usando la serie de
1

Taylor se obtiene:
b b - ) ST ) e

substituyendo (52) y (53) en (54) se obtiene:

NOREEIOE M[.‘.y[‘\]] . 42—,[4}] s5)

Si cortamos la serle después de! segundo termino y

con u‘= y[x‘] se obtiene:

u !u-hf[x .u] (56)
[ 3 1 1Y 1

§i=0,3,4....N-2 Yy u .y

La escuacién (56) es la ecuacién de recurrencia obtenida
por Euler. Este método es explicito si Ja funcién f es

evaiuada con informacién conocida.
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D UNGE-K A

E) método més completo usado en Ia {ntegracién de
ecuaciones diferenciales es una serie de aétodos
desarrollados por Runge-kutta @, (1, an, los cuales
son de segundo, tercer, y cuarto orden, y alguncs otros que

soclo son variaciones.

En forma general la f6rmula para integrar una ecuacién

diferancial se d& por la ecuacién de recurrencia:

Yiee" Y “.k" h;k.‘ “;k" senearaad @ Ko (571

ir 1,2,3.....

en donde cada una de las trayectorias k‘ estén evaluadas por:

k= h![x_‘.y‘]

kz= hf[x‘o n‘h T n k ]

1.1 8

ka= hf[‘u' °:h R0 ﬁ.‘.k‘o nmaka)

k = hf[:\' a Moy B A ke ﬁn_‘_"_.k“_‘]

58)
siendo wl,w......u".al.oz....a“.ﬂ‘d.ﬂ:J,...‘nnﬂv‘
constantes que deben determinarse, de tal forma que

proporcionen la mayor exactitud posible a la soluclén de la

ecuiaci{én diferencial.
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E! método de Runge-Kutta de 4° orden se obtiene al

considerar n=4 en i1as expresiocnes (57) y (58) quedando:
y =y ok e wk o wk ¢ owk (585

1=21,2,3.....

donde:

k‘- h![x‘.y‘]
X, = hf[x‘¢ ah.yen k]

1,48

k’x hf[xio azh ' y“ ﬂz,lkn' ﬁl.xkz]

k= ht ("" LT AR O RO nl.lkt]

siendo: vz 1/8 a=azF 1/2
w,= 173 a1
w= 173 ﬂ"“ ﬁ..ls 172 3 ﬁ.'.= 1
w,z= 1/8 B, =B =B, 0

sustituyendo en las ecuaciones anteriores:

¥, Y.t 16 [k" 2k,e 2k, y‘] (607

et

i=1,2,3.....




dondet

k.z hf{x‘.yl) (61)
k= ht [x" 12 h, v+ 172 k‘] ’ 02)
k,* hf [x‘¢ 172 hy v+ 122 kx] (832
k= hf[xl0 hoys k‘] (64)

El método consiste en obtensr y, de Ia secuencia
anterior (60) a (64) partiendo de { = 0 y las condiciones
iniciales. Con este vaior de y‘ y de u. se obtiene Yy de ia
secuencia de ecuacionss haciendo { = i, repitiendoc el proceso
hasta obtensr &l nsmerc deseado de puntos tozando un valor

del! intervalo pequeMfo y constante.

TODO RUNGE - UTTA RA TEMA E AC

DIFERENCIALES.

Los métodos descritos can anterioridad, se han r

erido
a sistemas con 2 funciones desconocicas, pero dichos métodos
también se aplican para resolver sistemas con cuaiquier
nfmero de funclones desconocidas utilizande la secuencia de

ecuaciones sigulente.
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Considerando ¢! sistems de n ecusciones diferenciales

ordinarias:
gy /dx = f‘[u,y..y.,.......y"] (65)

dy’/dx & fz[l.y..y... . .....y"]
1

dy“/dx " f"[x,y‘.y',. . .....y“]

y expandiendo las escuikciones de Runge-kutta se obtiene:

Y y ¢1/6[k + 2k_ ¢ 2k_ ¢+ k ] (866)
13 2y ») ¢y

=
rer,y Leld

i 1,2,3,.0040
3= 1,2,3,. .40, J* nOm. de ecuaciones diferenciales
k‘; htj[x‘.y“.y‘.......y‘h] (57)

k”x hi’[x" 1/2n, y“‘ 1/2k‘., Y.t 1/2k‘..... Yot 1/2k.h]

k“_: hf][x‘< 1/2h, y‘.‘ 1/2k'., Yia' 1/2)(.l [EEREE SN 112'(:»)

kof hfj[‘s’ Do Yt R Yt K Y k.n]

La ventajs de los métodos de Runge-Kutta con respacto al

de Euler, consiste en que los primeros funcionan con un orden
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de error sencr, pues al considerar un tamafo del {intervalo
pequefio, el error disainuye notablemente y en relacién a 1la
serie de Taylor, no requieren evaluar ninguna derivada, sino

unicamente a !a funcién f(x,y).

ERROR Y ESTABILIDAD.

Algunos parimetros suy importantes en la integracién de
ecuaciones diferenciales son la estabi) idad, e, sy
propagacién de! error y la convergencia de sus soluciones

zer.

ERROR_

En ta aplicacién de un método ndmerico estén presentes 3

tipos de error, estos son:

1. ERROR DE TRUNCACION: Es una funcién del nOmerc de términos
que son retenidos en la aproximacién de la solucién para una
serie de expansién finita. E! error de truncacién puede ser
reducido al retener un namero mayor de términos en l1as series
o reduciendo e! valor de! tamaMo de paso h de la integracién.
La mayorifa de los métodos numericos disponibies para la
integracién de ecuaciones diferenciales ordinarias proveen

una exactitud cada vez mayor con un bajo error de truncacién.

2. ERROR DE REDONDEO: Cuando un método nimerico estad siendo

ejecutado por una computadora se {ntroduce el error de

1SS Wo UEsE
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redondes , e} cusl depende de la ersctitud de !a computadora
y ®Fte error puede ser reducido significativamente por el uso
de dotle precisidn. Sin embargo siempre existira el error de

redondeon.

3. ERROR DE PROPAGACION: Los errores de truncacién y redondeo
6 ascumulan y propagan al restizar algon método de
integracién numérica. En salgunos [-7 %117 pueden crecer
exponencialmente o on un patrén oscilstorio invalidando Ia

solucién correcta.

ESTABILIDAD 1

Han sido considerados 2 tipos de estabilidad en la
solucién de ecusciones diferenciales ordinarias las cuales

son:

1. Estabilidad inherente., Esta inestabilidad es resultado de
fluctuaciones propiss del sistema o del fenbSmeno natural

que s» ®sté estudiando.

2. Establlidad numérica. Es una funcién de ia propagacién del
error en el método de integracién. Esto significa gque el
error acarreado por el método origins fluctuaciones vy

solucién inestable,
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METODOS SEMEIMPLICITOS :

Se han descrito varios métodos que intentan ser
aplicados en problemas de valores iniciales de la forma de la
ecuacién (52), donde se conoce de antemano que la solucién
tengs determinadas propjedades. Algunos problemas de vaiores
iniciales tienen propledades especiales por lo cual no se
pueden resolver facilimente por los métodos antes citados.

Uno de los problenas mids importantes es @l que presents
rigidez e, 96 , e5t0 @5, un sistesa con valores propiocs

de diferente magnitud.

Los métodos explicitos como o] clésico Runge-Kutta de 'y
orden, no se deben utijfzar para resolver sistemas ri{gidos
pues por la estabilidad de estos métodos se reguiere que el
tanafo de paso0 5ea wuy pequelio y el nimero de pascs demasiado

grande y no es factible de ser utilizado.

Por esta razén fueron desarrollados los métodos
seniimplicitos o) que son estables para cualquier tamafio de
paso, aunque la e@xactitud no es excelente a menos gque se usen

con un procedimiento eficiente de contro! de tamalo de paso.

La solucién de este tipo de problesas consiste en

evaluar la Integral y'(x) implicitamente mediante el

siguiente procedimiento (figura 16):
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FIGURA 16. Representocicn cel modsio
Sami-Implicito

La integracidn se efectua através de! {ntervalo Ax y el
resulitado es almacenado (a ——e b).

El resultado es recalculado integrando 2 veces a través

de cada medio del intervalo total (a ~—— Cc —e d).

E! resultado de un tamalo de paso simple y de 2

integraciones de medio pasoc se comparan (b ——— d).

St la diferencia es mayor que la tolerancia especificada,
¢] procedimiento se repite usando la mitad dol tamafo de
paso originai.

El ciclo de operaciones anterjor es repetido hasta que !a
tolerancia del error sea satisfecha por todas ias
varfables.

Cuando se encuentra un tamafo de paso sdecuado el calcule
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prosigue al siguiente intervsio donde se intentars con un

tamafio de paso was grande.

El método intentargé incrementar el tamafo del paso
cuando see posible y también bajars el tamafic de paso en
regiones donde la tolerancia de error ses violsde. Este

método tiene las Eigulentes ventejas:

i. Satisface la tolerancis de error pars todas las variables
durante tods la integracién &segurando una solucién
exactsa.

2. Intenta incrementar e} tamafo del! paso pars reducir el

tiempo de chlcuisc.

ODD SEMIIMPLIC] UNGE-KUTTA .

Este método es una modificacién desarrollada por Miochael
Michelsen (s¢:, para resolver probiemas de valores iniciales

en sistemas rigidos.

Considerando el sistema gizl = fly) (68
con la condicién infcial y[tn] =y, (69)
y la matriz jecobiana A dada por AU T [ﬂf‘/ y‘]y (707
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La solucién a t"¢ h, ¥ , &s encontrasda de!

neg

conjunto de scusciones:

K, = h[I - n.A]" t[y,,]

-1
k. = h[I - hlA) f(y . b.k']

-1
k’ = h[l - hnA] [hnkI + b.zkz]

nri

donde:

* lel * lel * kI

2% 3% ¢ 3/2a - 1/6 = 0
& = 0.4358

b = 0.75
z

b = -ue-[en' - za 4 1]
s

b o= zzs;[s-’ - 62+ 1]
”

R‘ = 11/27 - b.‘

R = 18727 - b"

y = vector de variables dependientes

Bs

siguiente

€71)

(72)
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A = mstriz jacobisna de ecuaciones diferenciales ordinsrias
l.h‘.bu ¢ coeficientes de Runge-Kutta

f = vector de funcién

h = tamafo de paso

k\ ® vectores de Runge-Kutts

n = indicadecr de paso

R\= constantes

I = matriz identidad

Ls matriz A es evaluada una vez solaments y e! valor de

{ es 5610 un punto intermedio necesitado.

Utilizando un método adecuamdo de ajuste de tamafoc de
psso el método funcionas sutlomkticamente y con  excelentes

resultados.
Estos métodos son exactos y eficientes y pueden ser

usados para un amplio espectro de problemas con un minimo de

esfuerzo requerido por el usuario.
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3. RESULTADOS
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RESULTADOS

La produccién de penicilina s unc de (0§ Pprocesos

microbiolégicos de mayor complejidad y tas vias metabdlicas

Telativas & !a biokintesis més diffciles por ser poco
conocidas. NC existe una buena informacibn acercs de!
wmecanismo invelucrado y por ello, 6¢io puede describirse
matemiticamente usando Jof modelos cinéticos propuestos

basados en datos experimentales. La complejidad de este
proceso se incrementa por e! desconocimiento de Ios fenomenos
de transporte, tanto de nutrientes como de oxfgeno, CO. y

otros productos merabélicos.

Para este sistema s5e consideran bésicamente dos tipos de
reactores, el de flujo pistén y el tanque &agitado. En ta
literatura 27 s repcrta Qque dada la naturaleza de las
relaciones cinéticas, el reactor de tanque agitado debe
considerarse como el mejor, pues existe un patrén de contacto
completo que produce altas concentraciones de penicitina a la
salida y actividades especificas mayores en comparacién con
un patrén de flujo pistén. Esto ocurre cuando el sistema esta

cocntrolado por 2 nutrientes, siendo éstos glucosa y oxfgeno.

Por la existencia de diversos modelos cinéticos se
realizé la simulacién apiicando ios balances necesarios »
cada modelc, pero utilizando lss mismas condiciones de
operacién y analizando con los miemos criterios Ilas variables

comunes e {mportantes entre ellos.
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Se amatizd an esta simulacion ¢! aefacte dge isy

siguientes vartables:

&) Concentracién de sustrato inicial Sa
b! Concwntraciébn de oxfgeno inicial 0o
c} Concensracién de blomesa inlcial Xo
4) Tiempo de residencia €

&} Hodelc cinético

1) Witizandc diterentes estrateglas oep slimentacidn de
Sustrato, oxf{gene y variaciones en el tiempo de

resjoencla.

3.1 CONDICIONES DE OPERACION PARA TODOS LOS WODELOS

HICROORGANISND: Penicillijuw chrysogenua

PRODUCTO: Pernicilina G, Peniciiina ¥

MED1T: Licor de zalz, lactosas, CoCly NazSD:
No3SU5~H,0: #gSO,~H,0, &dcido  fenoxiacético,
aceites.

FERNENTADOR: Tangque agitado, acero inoxlidabie,

completaments mezclado, con una corriente de aire o de

ox{geno purd comc suministro de& oxlgeno, control externo de

pH y teaperatura, con uns memdrana gue impive 1a salids de

biomasa.

CONDICIONES DE OPERACION: Ajuste de pH a 5.4, con scldo

fenoxiacdtico como precursor, temperaturs 33 a 37 c.
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Los mode!os considerados para su compsracién fueron:
1. Modelo basado en !s edad celular.
2. Modelo bassdo en la ley logistica.

3. Modelo basado en cinética enzimdtics de Bajpei y Reufi.

Estos modelos son de uso f{recuente por s@r los mas
completos »y los que mejores resultados generan, £! wmodelo
basado en Balances de& materis no fue emplesado por |lss razones

explicadas snteriormente.

3.2 KWETODOS NUMERICOS APLICADOS.

Dada 1s nsturaleza de las ocusciones ditersnciales
resultsentes, que involucra expresiones de resccién complejas,
se empiearcn para su resolucién ! método de Runge-Kutta de
4° orden con un tamafio de paso de 1E-2 y el método
semiimplicito de Michelsen, (SIRK) con un tamafo de paso

inicial de 1E-4 y tolerancia oe 1E-5.

Los tres modelos cinéticos fueron resueltos utilizando
ambos métodos numéricos encontrandeo que el tiempo de cémputo
con el Runge-Kutta, es de 2 B 3 veces mayor que con #l S1RK,

dependiendo de los par8metros utilizados en el sistema.

Para e! modelo de la Edad celular y el de la ley

logistica las desviaciones de 10s resultados generados con el
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Runge-Kutta, respectc a los gel SIRK, no son grandes % para
aproximar los resultados de ios oos métodos numérlcos es
neceserio diskinulsr @i tumafic de paso en ei Runge-Nutta y

originandc qQue ! tiexpo 0F COmPUtC aumente a0n més.

Purs ol modeio basedy #n cinétics enzimética de Bajpal y
ReuB, existen problemas de estabilidac debido a |& forma Oe
ias  ecuaciones, esta  inestabilicac se ve clarepmente &l
ut{lizar ei método os Runge-Nutta de P Al resolver este
sistema de wecuaciones con el SiRK, se oDobtienen wejores
resultados a un menor tiempo de cémputo. Por esta razén serén

reportados los resultados obtenidos con el método de

Michelsen (SIRK),

La comparacidn detsallada de los dos mnétodos numéricos

splicada a cada modelo cinético se analizaréd posteriormente.

3.3 SIWNULACION DEL MODELO BASADO EN Lo EDAD CELULAR.

El modelo trata de explicar la aparicién retardada de
metabolitos secundarios wn el medio de cultivo y el hecho de
gue la produccién cesa después de cierto tiempo, aungue las
condiciones sean favorables. Para esto, el modelo considera
1 reliscidn eristente entre la edad celular y produccian de

penicilina anicamente.
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BALANCE DE MATEF (4!
PRODUCTO: ACUMULAT:ION = ENTRALA - SALIDR « REACCIOR
ENTRADA = C
LA, E (?5)
gr = Reen X - g
-5
= produccion de peniciiina (ag/n?
P = concentraci{én oe peniciiing & s saiida (mg)
Rpar = velocidad de produccién (mg/geel h)
€@ = tiempe de residencis en (h)
X = concentracion de biomass (mgcel)
~kst -~k
Rper = kile - k¥ @ 3 (28
K = 10. ki = 0.018 kz = 15. ks = 0.07
A. VARIACION DE LA CONCENTRACION INJCIAL DE BIDHASA
Ei primer paso en la simsulacién tue variar la
concentracién inicisl! de biomkss manteniendo & constante, con
valores de biomasa X = i, 10, 20, 50 mgee!, para obtener la
mejor produccién postble siendo estsa la concentracidn de
producto & la salida en determinado tiemps de proceso.
Con estos resuitados se encontrd que se alcanza s
naAxica produccidn en un mismo lapsd de tiempo Ue procaso, no
tmportande la cantidad fnicial! de indculo coms se muestra en

la figura 17,
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El tiespo Que tarda en llegar 8 la mixims produccisén, es
aproximadaments 50 horas, logrando concentraciones sltas
cuando meyor ses l& cantidad de inoculo inicia! en este caso
gon X = 50 mgoel $& obtuvo 1# concentracion de producto wmés

alita.

Alcanzar este valor méximo en Ja produccidén en tan poco
tiempo comparadc con €l tiempo totsl de duracién del! proceso

significéa que e crecimiento es ré&pido y por eso is

produoccién & grende, pero, después, empieza & decaer
posiblemente por exceso de biomass, faita de sustreto o
porque 18 biomasa muere después del lurge tlempo de PpProceso.

En base #1 modelo utilizado, es factible pensar en &l hecho
de que el wmicroorganismo envejece a un determinmdo tiempo,
sin importar !a cantidad de inéculo inicial. Por lo tanto, al
aumentss la concentracion de indculo auments ia produccién
hasta llegar 8 1a fase de declinacién o decaimiento que es

cuando i3 biomasa termineg el ciclo de vida.

E! sisteam depende del tiempo do residencia y de lia
estabilidad de i@ enzima principalmente y de estos factores,
depende la estabilidad a la formscién de productos. Se
observa que los primeros 7 dias son en los que se obtiene la

mejor produccién.



53
-
"
T 1 S
~ Pt s o=t
|
- 0%} Lo @ ro=10
E t g % o Ao~ZG
0% g » 10~60
EMT e L
e IR
(RN ’
FARSANES
£ P LN
O Fankte_ e e R A e by
¢ 3 ) M IR

TIEMRD

Figura 17. Modelc de la edoo cetular
YOr GLiOr 06 G conoentrac.ér nt.al 08 biomasd

Tiempo de residencia = 10 h

IACION DEL TIEMFQ D ESIDENCIA

El segundo paso fue mantener constante la concentracisén

inicial de blomasa y variar el tiempo de residencia ey,

encontrando que a medida que © aumenta, s incrementa la

produccion y también el tiempo de proceso para alcanzar Ia

produccion méxima (Figura 18).

A tiempos de residencia peguefos s produccidédn s mintma

y el punto méximo no se distingue, usando tiempos de

residencia mayores la produccién aumenta a un mayor tiempo ds
proceso y, posteriormente, disminuye lentasente a medida que

& aumenta.
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modelo, por estar

e antlisis se demusstra gue el

Con e
basado en !a edad celular s6io pueds dar informactién
afecta la concentracién intciai de

concernf{ente de como
biomasa y w! tiempo de residencia a Ia produccién. No dé&
informacién sobre e! crecimjiento como ta!, aunque ss& supone
un mejor crecimiento a tiempos de residencis grandes. Tampoco

de la

de sustrato, ni

dé Informacién sobre ] consumo
concentracion inicial de wsustrato (S5o) Que debe ser
utilizadas.
20 e & Toto-t
B o Totrs
2 P o Tote=10
S, \
M A = Teto=20
e o - TotaGd
E 10 ;'_ . . o Totz-100
4 £t ‘.
T oase., 2N o,
[ .
’Exq.,n‘g‘ ...
0.0 frezit T e
R ER X

TIEMPT (N)

Figura 18. Modeio ce o edod calular

voeriasion gel Ulampo Oa ragidemcia
tiomse {o=20 mgeel

Conceatrocion inicial de



C. COMPARACION D 0s M 0S5 NUM

Pars dar solucién de este modelo fueron empleados jos

métodos de Runge-Kutta de 4® 6rden, con un tamsfo de pasc de

1E-3 y @i wmétodo desarrol lado por Miche!sen (SIRK), con una

tolerancia de 1.E~5 y tamafo de paso inicial de 1.E-4.

En la figura 19 se muestrs un pequefio defasamientoc dei

método de Runge-Kutta respecto del SIRK, pussto que la

precisién es menor, ésto es posible corregirlo disminuyendo

el tamaf™o de paso. EI Método de Runge-Kuttas, tiene la

limitaci6én de que el tiempo regquerido pars procesar los datos

@8 dos veces mayor que el SIRK.
=
&
e
AR ¢ X0t SIA¢
g oo » %or! RUNE-KUTTA
~ WE}p a |
g | o roe50 SIRY i
E Y o Xo=50 RUNE-RUTTA
1
o b g i
2% . 1
7 g i
2,
! 0.
2.1 S e
S I .

TIEMPC n2
Figura 18. Modeic o2 10 edod celular
Samparocié de 'os r8indss nuTETICos
Tigmpe de realduncia = 10N

95



3.4 SIMULACION DEL MODELO BASADO EN LA LEY LOGISTICA.

La ley logaritmica es uno de 1los primeros modeios
utilizados para representar el crecimiento celular en un
cultivo, en el cual la velocidad de formacién celular en
cualquier tliespo es proporcional a ia masa celular presente
en ese tiempo. En !a préctica, esta es una buena aproximacién
para largos periodos de creclmjento en una fermentacién en
lotes; sin embargo, las cosas no permanecen constantes pues
existe acuasulacién de metaboljtos, falta de nutrientes,
sobrepoblacién, entre otras cosas y esta ley no funciona pues
existe también una fase estacionaria donde no hay crecisfento
neto, por lo tanto, al incorporar ia existencia de Ia fase
estaclonaria a la ley logaritmica, se obtiene la ley
logistica, con ia cual es posibie obtener infaormacién del
crecinjento celular ¥y produccidn de penicilina

simultineasente.

ECUACIONES CINETICAS:

BIOMASA: Re = o opy x [1 -’é,]
dat

PRODUCTO: Re = & . bax - bep
dt
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BALANCES DE MATERIA:

BALANCE PARA BIOMASA:

Entrada = 0O
Salida = O

ACUMULACION = REPRODUCCION

%{'""x["’l‘] (767

BALANCE PARA PRODUCTO:
ENTRADA = O

ACUMULACION = REACCION - DECAIMIENTO - SALIDA

[-1:8 . _ B
gr b3 X - bevp 77)

X = concentracién de biomasa (mgcel)

P = concentracién de panicilina a 1a saliida (mg)

© * tiempo de residencia (h)

b3X = produccidn de penicilina debido a! crecimiento de biomasa
bseP = decaimiento.

Rp = velocidad de produccidén (mg/h)

Rx = velocidad de crecimiento celular (mgcel/h)
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El primer paso para conocer al! efecto osusado por el
tiempo de residencia y la concentraclién inicial de biomasa
fue mantener Xo constante y variar e! tiempo de residencias

con los valores de @ = 3, 5, 10, 15, 20, 50 h.

Dadas las caracteristicas de este modelo 1la ecuacién
pars crecimientc de biomssa, bajo cualquier condicidén, tiends
a llegar a) valor estable de 3.93, ya sea aumentando si Xo es
menor de dicho valor o disminuyendo si Xo es mayor. Esto se
debe 2 la forna de la ecuacién y a los valores de las
constantes, por esta razén es importante el valor de X al
inicio ya que de este depende el comportamiento del sistema y
el tiempo en alcanzar la produccién mixima como se muestra en

1a figura 20.

En las 20 primeras horas |a biomasa crece o decrece
répido dependiendoc de la condicién inicial, en las 40 horas
siguientes decrece lentamente hasta llegar al valor estable,

o crece réipidamente hasta llegar a dicho valor,
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Figura 20.Modelo de la ley Logistica

Voriacidn o la concentracion inicial de bromasa
sobre 8! crecimientc. Tismpa de residencia = 10 h

Otro tactor importante es la variacién del! tiempo de
residencia, pues de este valor depende enormegente el tiempo
requerido para el proceso y la concentracién de producto

médxima. A este respecto se snalizan varios casos.

CASO 1. Para valores de Xo pequefos como Xo = 1| mgcel, el
tiempo de proceso para alcanzar producciones altas oscila
entre 200 y S00 horas, disminuyendoc a medida que aumenta el

valor de ©.
Esto es porque X @s menor de! valor estable, sin esbargo, se

obtiene la mixima produccién de este modelo a € = 50 h y Xo =

1 mgcel, en un tiempo de proceso de 500 h, la cantidad de
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biomssa y produccto son: X = 3.93 mgcel y P ¢ 1.68 mg como se

ve en Ia Figura 21.

En esta figura se vé que las 100 primeras horss Ia
produccién es répida, desacelerando posteriorments, hasta

ilegar a) estado estacionario.

20
12 Tetn - 52 l
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7,
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e = Tetg = 16
Fos
SM/ v Taln = 10
u.o"f s Tota= B
0277 o Tots - 1
R s e
B S T
TIEWPO (h

Figura 21 .Mogslc os 1o ley Logistico
Efecto ge! tlenpo da rasloencla pora concantroc!iones
49 tlomasa menares del valor estanie, Xo=! mgee!.

CASO 2. Para valores de Xo mayores del valor westable, por
ejeaplo: Xo = 20 mgce! a medida que aumenta e! tiempo de
residencia aumenta también el tiempo de proceso Yy la
produccién, obteniendo mejores Tesultados que con Xo
peauefias, pues e) tiempo de proceso oscila entre 5-50 horas.
Como en el caso anterior, ocurre el mismo fenomeno pero a un

tiempo de proceso menor, pues en las primeras 50 horas el
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mdximo en la produccién es alcanzado rapidamente para tiempos
de residencia pequefios Y lentamente para tiempos de

residencia grandes comoc & = 50 h.

La produccién mejora a |a obtenida con valores de Xo
pequefios. En Ja figura 22 se muestra este efecto obteniendo
el punto maximo a l!as siguientes condiciones: 8 = 50 h, Xo =

20 mg, t * S50 h, X = 4.43 mgcel, P = 2.04 mg,

25
~
(22.0 //\\
ol S~ Tetar®m
E1ER"
; »\.\..‘
Eio ‘\\\_\ s+ Teta =20
8 L S = Tolo = 18
ja] b O—o e Iatc = 10
x D€
o Na 2 Tato = §
T o Telo = 1
0.04 S —— ve
P D W M A X W MW W N T
TIEMPO Ch)

Figura 22. Modelo de la ley Legistica
Efecto de! tiempo de residencia para concentrociones
de biomaso moyores del valor estable. Xo=20 mgosi.

CASO 3. Para valores de Xo mucho mayores dei valor westable,
baja atn mis e! tiempo de proceso, oscilando entre 1-20 horas

y aumenta maAs Ja produccién Que en el segundo caso.
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En las primseras 20 horas la produccidn es acelerada
alcanzando ¢! mséximo rapidasente. Ocurre @i aisac fenfmenc
que en e] casoc antericr ex!stiendo una desaceleracién
pronunciada hasta llegar al estado estacionaric el cual es e)
siss0 que para el caso antes seffatado, obtenlendo el punto
ndxiso con ® = SO h, Xo = 50 mgcel, t= 20 h, X = 6.32 agcel,

P = 2.80 mg comoc se muestra en la figura 23.

1.5

o

PRUDUCTO € mig/om)

TIEMPD Chy

Figura 23. Mccele g8 ic ley Logistica
Sfacto 08! 18 ™S De reaica~c!'a DAY Sandentroc)ores
23 49 TUCMD NOYOrIS C5F Q12T 3808 6. ADTDO rgeel.

encuentra a valores de © grandes, © = 50 h, como se vé en la
figura 23. En el primer caso la produccidn decrece lentamente
en 450 horas, en el segundo caso, decrece entre 50 y 100
horas y en el tercer caso entre 20 y 50 horas;: siends este el

melcr pues zl~anza produccliones altas.
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La ss&xima produccidn se encuentra con valores de X cads
vez wmayores de! valor estable, (Figura 22, donde ia
diferencia es el tiempo de proceso, llegando a la nisas
concentracién de producto.

§f{ X es menor del valor estable la produccidn mixima se
logra al llegar al estado astaci{onario, s{ X es mayor de este

valor la concentracién de producto a

enta notablemente. En
esta figura se vé que después de 200 horas para cualquier

caso, se alcanza el mismo estado estacionario.
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Figura 24. Modelo ds la Ley Logistica
MAxima Groouecion o gistinice voiorae o5 0
Ttaroe oo resiosrcia = 80 P,

En la figura 25 se wouestra e| comportaniento de la
biomasa, como decrece répidamente en las priseras 20 horas s
es wmayor del valor estable, pero si e AeNOr aumenta

lentamente hasta llegar al estado estacionario.
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Por !o tanto si{ se requiere de un process répido y
produccién alta es conveniente usar gran cantidad de biomsass
inici{al. 51 lo que importa es una produccién mds alta sin
importar el tiesmpo de duracién de proceso, deben
suministrarse concentraciones de biomasa wmenores del valor
estable, para que puedan crecer y producir desde | momento

en que se desarrollan,

e
& Yo~ 0.1
A hd e o= 1
[} -
- Xg=,
g mf =20
& L o xo=10
T mll' » 1o*53
27w
5
o e

0 l:l! w 2

[ .

TIEMPC Ch)
Figura 25. Mode!lo de !ao Ley Logisticn

Vaciacion de la concentras:on inicial de biomasa
Tlemo de reeidercio = 53 h.
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Este modelc dé informacién sobre s! crecisiento o msuerte
de los microorganismos con s limitacién de que siempre llega
8 un valor estable para cualquier concentracién de biomasa
inicial ¥y para cualquier tiempo de residencia; pero, no di
informacién sobre la concentracién necesaris de sustratoc gque

debe ser suministrado ni de! consumo del aisso,

COMPARA. N " N .

Fueron probados ambos nétodos numéricos «l de
Runge-Kutta de 4" orden y sl de Michelsen (SIRK). En este
modelo cinético, se encontrdé que ambos métodos dan los miseos
resultados comoc ss ve en la figura 26, utilizando tamafos de
paso de 1E-2 para Runge-Kutta y 1E-4 para el SIRK, con la
limitacién de que e! tisapo de proceso es el doble para el

Runge-Kutta respecto del SIRK.
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(B) Crecimiento de b:omosa
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3.5 SIMULACION DEL MODELO BASADO EN LA CINETICA ENZIMATICA

DE BAJPAI Y REUA.

E] modelo basado en cinética enzimhtica es el smés
completo puesto Qque combina los mcde}ul bioquimicosn de
crecimiento, formacién de productos y consumo de sustrato vy
oxfgeno. En este modelo se combina Ia ecuscidn cinética de
crecimiento acoplada al modelo de {inhibiciédn por sustrato
pars la formacién de producto, logrAndose predecir los datos
para la fermentacidn en lotes, incorporando Ia limitacién
causada por el oxigeno en el crecimiento y formacidn de
producte.

De esta maners se pueden conocaer los efectos de ia
velocidad de aliventaciédn, concentracidén inicial! de sustrato
y blomasa. As{ se ha ‘logrado predecir cuantitativamente
muchos resultados observados experimentalmente on la
fermentacién de penicilina; por ests razén, se probard este

modelo cinético psra un proceso centinuo.

ECUACIONES CINETICAS.
&, s 0

BIOMASA: Rx = X
dt kx X ¢« S kox X + O
S Q
PRODUCTOD: Rp = ¢ = Up X
du s
Ke ¢ S} 1+ L Kep X ¢ O

. -1 B - 4 1. gP
SUSTRATO: Rs = - 40" * §,70 at ° Ypse dt * ™%

T I G} S W 1
OXIGEND:I Ro = - & * "7 == 0 * Yeoo at * Mo X
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Los pargsetros para las constantes se muestran en la tabla 7,

BALANCE PARA BIOMASA:
ENTRADA=O
SALIDA=O

ACUMULACION = REPRODUCCION

ax ¢78)
at * R
BALANCE PARA PRODUCTO:
ENTRADA=0
ACUMULACION = REPRODUCCION - DECAIMIENTO - SALIDA
14 _ . B
at = Re - R0 - g (79)
RD = KoP Ko ¢ 0.01 h
BALANCE PARA SUSTRATO:
ACUMULACION = REACCION ¢ ENTRADA - SALIDA
ds _ _ - i -
dt' Rx R"e[so 5] (801
BALANCE PARA OXIGENO:
ACUMULACION = REACCION + ENTRADA - SALIDA
d0 | 1 - - - (81)
d‘=°[00 o]~[zxru] 81
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A DE LA _CONCENTRACIQN INICIA UST

Para analizar ¢! etfecto de 13 concentracién inicial de
sustreto fueron tomados diferentes valores de So (2, 5, 10,
20, 50 m./cm’l. manteniendo © constante en cads caso con los
siguientes valores © = 1, 10, S0 h, Oe = 1.26 ymol/c;. Xeo =
20 u‘c.llc; y de los resultados obtenfidos se encontré lo

siguiente:

Cuando el tiempo de residencia es pequefo, & = | h, la
formacién de producto es baja sl usar concentraciones de
sustrato inicial chicas, por sjesplo So & 2 ng/cm' como se
muestra en Ja figura 27(a). Al aumentar Ia concentracién
inicial de sustrato a So = 10 y/o0 20 MI/CI’ en Ilas primeras
300 horas la produccién aumenta lentamente hasta llegar a un

punto en el cual las 2 curvas se separan.

Cuando se Ltiljzan concentraciones de sustrato grandes,
por ejemplo So = 50 n./cn’ on las primeras 400 horass 1a
produccién es inferior a Is obtenida con So = 10 mglcu.. pero
a tiempos grandes Ia velocidad se {ncrementa alcanzando
producciones mayores. Todas las curvas llegan a un valor

miximo permaneciendo constante durante algdn tiempo.
En la figurs 27(a) se observa que el proceso alcanza el

valor madximo para So = 2 mg/cm, 3 500 horas, con So = 10 y/o

20 mg/cn’ en 900 horas y usando So = 50 -;Ic-’ en 1300 horass,
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lo cual indica que al usar concsntracfones de sgustrato
grandes e! procesc dura sgs tiempo y se alcanzarin Rejores

concentraciones de producto.

En cuanto al comportamjento de ti{a biomasa para este
mismo tiempo de resjdencia, la figura 27(b) suestra que para
So = 2 n(/cl’ el crecimeiento es5 wminimo {o cual explica

porqué }a produccién es pequefa para este Caso.

Al aumentar So a 10 o 20 m(/cn’ el crecimiento es mayor
para la concentracién més grande, peroc en ambos casos al
ltegar a 300 horas et crecimiento llega al estado
estacionario y as! se mantienen durante algun tiempo, aquf se
pueds observar que al llegar a este estado estacionarifo tanto
la concentracion de biomssa, como |a concentracion de
producto aumentan notablemente, Jo ®ismo ocurre en e! caso en
que se utiliza S50 = 50 -g/cm‘, ®! crecimiento de biomasa es
aucho mayor, pero tarda 45 tiempo de proceco en alcanzar el
estado estacionario, por esta razén la curva de produccidn es
menor las primeras 300 horas y después de este tiempo crece

répidanente.

La figura 27(c) presenta el comportamiento del consumo
de sustrato. En esta figura vemos que para cualquier

concentracién de sustrato alimentado el CONSUmMD @s MUy
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répido, y al ilegar al estado estacionario alcanzs
concentraciones wminisas a la salida, manteniéndose esta

concentracisn casi constante durante todo &l proceso

Debido a que son organissos vivos, el sustrato es
utilizedo por !s biomasa principalmente para reproducirse y
mantenerse viva el wayor tieapo posible, transformando este

sustrato no sflo en peniciliina, sino probabliezente también an

otros productos setabélicos, . gfa y bilomasa; por esta
razén es tan lmportante la concentracion de sustratoe
susinistrado. Este comportaniento esta intimamente

rejacionado con e) comportamientc de los microorganismos.
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Utilizando un tiemspo de ressdencia mayor, @ = 10 horas,
comu @1 gQue presenta ll. tigura 28, vexos Qque el
coxportamientc es el aismo que @i mostrade anter{orsente
(figura 27), Pero a diferencia de! sistexa anterior cuando se
alisenta una concentracién de sustrato pequelMa como So = 2
:(/cn‘ la curva ya no aparece debidc a que el consumo es
inpediato pues permanece nis tiempo en el fermentador y una
concentracién tan pequefMa cdurante tanto tiempo no 5
suficiente para gque Ilos wmicroorganisacs crezcan, por Ilo

tanto, no producen y €) proceso termina inmed{atamente.

Se puede obhservar en la tigura 282) que 1a
concentracién de producto aumenta comparada con la de &8 = 1
h, (figura 27), alcanzando producciones més altas y a eenor
tienpo de proceso, pero el valor de 1a produccién méxima es
menor y decae tempranacente haciendo que todo el proceso dure

senos tiempo.

En un lapso de 50 horas aproxisadamente, las curvas de
Ser 10 y 20 n;/en' se separan, alcanzando una alta

concentracién de producto con So » 20 mg/ca’,

Fara So = 50 n;/cz’ ia curva de produccion crece
alcanzando concentraciones mayores GQue cuando e uUsa una
concentracién fnicial de sustrato menor. Pero Ia produccién

méxima @6 levemente menor que l!a obtenida con & = 1 h.



En cuantoc a! comportasiento de Ia blomass, s figura
28(b) suestra que para Sp * 2 -x/cn', la biomasa no alcanza a

crecer y ! proceso ltersina.

Cuando se suministran concentraciones de 10, 20 y 50
lz/cn’ e! comportamiento es el miswo del caso en que 58 uso ©
= 1 h, pero la diferencia es gue la concentracién necesar!is
de biomass pars alcanzar la misma produccién es casi 10 veces

menor y se alcanza s un tiempo de proceso también menor.

La figura 28(c) muestra el consumo de sustrato el cumi
es muy répido y por esta razén, la biomasa crece y produce a
un menor tjiempe de procaso, en las primeras 10 horas el
consumo es cas] completo Jlegando a concentraciones a la
salidas muy cercanas a cero y se mantienen as{ durante todo el
tiempo de procesc dependiendo de la cantidad de sustrato

inicial que se aiimente.
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Para valores de © mayocres como € = 50 h, séio es posible
usar concentraciones de sustrato inicial grandes, pues de
otra manera e! consumo es inmediato, y no existe crecimiento

de biomasa, ni produccién de penicilina.

La figura 25 {ndica e} comportamiento para Seo = S0
../cn’. on este caso o! miximo en !a produccién es de 8 ng/cm‘
que ®s menor que el alcanzado en los casos anteriores donde
la produccisn era de 12 ng/cl. para © = 1 h y 11.7 l;/cmﬂ
para @ = 10 h. El crecisientoc de biomasa es muy répldo para
las primeras 10 horasc y después 10 hace lentamente, ést0 exts
intisamente relacionado con ®] consumo de sustrato puss este
es aprovechado en las primeras 10 horas hasta un vajor muy
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De! anélisis anterfor se observé que a) utilizar valores
de So cada vez mayores, l!a concentractén de X, S, P a la
salida aumentan. Esto se cdebe a Gue ¢! tiempo de proceso es
cada vez mayor pues se dispone de mfs cantidad de sustrato,
por Jo tanto, a © constante {a biomasa crece wmhs Yy ia

produccidn es mayor.

Para cualquier valor de a ocurre et nismo
comportamjento, de aquf que para aicanzar producciones buenas
es conveniente usar concentraciones iniciales de sustrato

grandes.

La figura 30 muestra este comportamiento ya Qua al
graficar 8 vs P 0 © vs X se pueden encontrar los valores

éptimos tanto de So como de 8.

Analizando la figura 30(a), se observa que las
producciones més altas se alcanzan con valores de So grandes

y depende del valor de © utilizado.

En la figura 30(b) se vé coao a valores de So grandes la
biomasa alcanzs concentraciones altas, por esta razén la
produccidn también es alta y de la misma foraa que el

producto, depende en gran medida del tiempo de residencla.
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VARIACION TIEMPO RESIDENCIA,

E] efecto del tiempo de residencia se analizé tomsando

valores de 1, 5, 10, 20, 50 h.

Después de analizar Ia variacién de IJa concentracién
inficlal de sustrato, se observé que e] comportamiento del
sistema varfa en gran parte por el tlempo de residencia y no
$6lo por la concentracién {nicial de sustrato, dado que para
cualquier valor de © Is mejor produccién se obtiene cuando So
es grande, para anallizar este afectc se ascogléd el sistema

con So = S0 -;/c-{

La figura 31 muestra Ia variacién dei tiempo de
residencia y el efecto gque causa sobre Isa produccisn, el

crecimiento de biomasa y e! consumo de sustrato,

Para la formacién de producto, figura 31(a), muestra el
efecto tan grande que causa la variacién del! tiempo de
residenccia en #] mismo sistema. Por ejemplo, cuando & = 1 h,
axiste un perf{odo donde 1a produccién as nminima,
aproximadamente 300 horas, después empleza 2a acelerar ia
produccién hasta llegar al valor maximo de 11.85 nglcm’ que

es alcanzado en 1300 horas decayendo después de este tiempo.

Al usar tiempos de residencia mayores como 5 o 10 horas,

se observéd que en las primeras 620 horas de proceso la
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produccidn es ssyor para 6 = 10 h respecto a €= 5 h y en
ambos casos eS8 msucho mayor que para © = | h, A este tlempo,
la curva de produccién a © = 10 h alcanzs ¢l valor méximo de
13.56 mgICl' y empieza a decser; sin embargo para 8 = 5 h se
prolonga el tiempo de procesc hasta 750 horas en donde es

alcanzado o] valor méximo de 12.16 mg/cmﬂ

En ambos sistemas el tiempo de proceso se reduce an gran
medida respecto a © = 1 h alcanzando producciones wmuy
parecidas e incluso mayores, io que significa que no es
conveniente usar tismpos de residencia pequefios, For otra
parte, la diferencia en e! valor midximo de produccién no es
grande (0,21 n(/cn'). como lo es {3 diferencia en tiempo de
proceso, (130 horas). Por lo tanto, aunque ambos tiempos de
residencia dan buenos resultados serfa recomendabie usar & =

10 h.

Si se incrementa el tiempo de residencia adn més, & = 50
h, e8! efecto es drastico, pues aunque e! tiempo de proceso
requerido en atcanzar el valor mdximo disminuye notablemente,
a 350 horas la produccién tambidn lo hace a 7.85 mllcn’.usar
tiempos de residencia muy grandes no es conveniente pues con

este mismo sistema es posible obtener produccliones mejores.
El efecto que ocurre en la produccién es posible

explicarlo analjzando e! comportamiento de! crecimiento de la

biuvmasa, figura 31(b). En esta figura se nota que para © = 1
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h el crecimiento es acelerado las primeras 620 horas,
liegando a una concentracién de célulss de 3568 mgcul/cl' Y
en un tiempo de 1300 horas llega al estado estacionario, por
esto la produccién es muy lenta las primeras 620 horas y una
vez que ¢! crecimiento desacelera, la produccién asumenta vy
por #llo e! tiempo de proceso es largo. Lo que significa que
al permanecer tan poco tiempo el sustrato dentro del
fermentador es aprovechado para crecer en mayor proporcién
que para producir, lo cual significa que Ila fase de
crecimiento exponencial es muy rédpida existiendo gran
cantidad de biomasa, siendo la fase de desaceleracidn y ta

estacionaria muy prolongadas.

Cuando s aumenta a2 ® = 5 horas disminuye notzblemente
la fase de crecimiento alcanzando valores de 708 mgcal/cm’
aproximadamente, y se llega a la fase estacionaria tan rdpido
y ésta es tan iarga que el tiempo de procesc disminuye, 1a
produccién aparece tempranamente y es muy parecida a ia
obtenida anteriormente. Por 1o cual, usar un tiempo de
residencia mayor, ocasiona que e! sustrato permanezca mis
tiempo dentro del fermentador y la biomasa no solo lo
aprovecha para creccer sino para crecer Y producir

simulténeamente.
Al incrementar a © = 10 horas e) resultado se mejora atn

més, pues desde el momento en que |a biomasa oempleza a

crecer, también empieza a producir logrando aprovechar el
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sustrato y la concentracion de biomasa obtenida ez de 350

l'c.l/cl{

Sin embargo, al aum ar demasiado el tiempo de
residencia @ = 50 horas e! crecimento es pequefo, (68
lucnllcu’), la fase de acondicionamiento, la de

des

lerecién y crecimiento exponencial no se distinguen en
ningin =momento y tal parece que sélo existe la fase
estacionaria, por esta razén, Ja produccidén es baja. Este
comportamiento probablemente sea ocasionado por alguna
inhibici6n de producto por exceso de sustrato debido al

tiempc que permanece dentro del fermentador.

La figura 31(c), indica el consumo de sustrato en el que
se vé como es aprovechado lentamente cvando 8 = 1 h hasta
llegar al estado estacionari{o, en este caso, como se menciond
en la seccién 3.5 A., e] sustrato es utilizado no salo para

crecer y producir.

Cuando ® = 5, 10, 20 y 50 horas e! consumo es rapido,
hasta llegar al estado estacionario y en este punto es cuando
la biomasa acelera su crecimientc y la produccién, entre nds
grande sea e! tiempo de residencia mayor serf el consumo de

sustrato.
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De este anklisis se encontrd que pars sl sistema con Xo
= 20 .(c.l/c-' y S0 = 50 n(ICB‘ #! tiempo de proceso se
reduce cuando se usan valores grandes de ©; en algunos casos
Is produccién mejora y en otros disminuye dependiendo del
vaior de © utilizado, esto significa que debe existir un
valor de © 6ptimo en el cual el tiempo de proceso se ninimice

y la produccién sea méxima.

Para encontrar este valor de © #s necesario conocer la
productividad, ia cual se define como Ja produccién total
obtenida durante el tiempo total de procesoc y se obtuvo
sacando o) &rea bajo Ja curva para todos los valores de So ¥y

© utilizados, resuitando la figura 32.

Esta figura trata de resunir ambos efectos, tante de
concentracién inicisl de sustratoe como de tiempo de

residencia.

Se observa que la productividad disminuye a medida que
el tieapo de residencia aumenta. Este comportamiento ocurre
para cualquier concentracién de sustrato inicial, existiendo
algunas desviaciones principalmente para valores de So

grandes.

La productividad sayor con todos los valores de Sco se
obtiene a © = | hora, y de aquf en adelante, depende del
tiempo de residencia y de la concentracidén inicial de

sustrato que se disponga

124



PRDDUCTIVIOAD
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Figuro 32. Madalo poaesz en sirdtieca anzimdtica
Efpcto ge! Tiempo de residencio y de o concen-
troo1on inic.ol s Bustrotlo sobre o productividod

Esta figura es muy importante porque muestra claramente
que usar concentraciones altas de sustrato inicial da
producciones altas, pero m8s aGn porque permite conocer cual
#s la productividad mixima que se pusde alcanzar y en que
tiempo de residencia. Aunque no solo debe basarse en esto
para decidir cual es el tiempo de residencia que se dete
utilizar, es necesario analizar tanbién el tiempo de duracién
de proceso, crecimiento de bDiomasa y =méxima produccién
principaimente, para de aquf tomar !a decisién adecusda. En
consecuencia a lo antes dicho, el sistema So = 50 -g/c-’ Xo =

20 mgte!/cm' y © = 10 h o5 @] de mejores resultados.
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Con los resultados anteriores e mostré l!a Importancia
que tiens ®] tiempo de residencia y la concentracidn {nicial
de sustrato sobre el sistems, tambfen e)! efecto del consuma
de sustrato, ys gque es aprovechado casi en su totalidsd
liegando a valores muy pequefos a3 !a salida. Por esta razén
sa intenté probar una estrategia de alimentacién de sustrato
para wmejorar la produccién y el tiempo de procesos

principalmente.

La estrategia consiste en realizar una segunda
alimentac{én de sustrato mayor a la original, una vez que el
sustrato llega al estado estacionario, por ejemplo, aen la
figura 28(c) para el sistema con @& = 10 h, Seo = 50 m;/cm' Y
Xo = 20 m.cnl/cm’ se vé gque en Jas primeras 10 horas es
consumido ei sustrato y Jlega al estado estacionario, en este
morento las concentraciones a !a sallda son: para sustrato S
£ 0.31 -g/:m’, producto P=0.018 mg/cm’, y biomasa X = 51,11
mgcal/cl' ®n este momento 6@ efectua !|a segunda alimentacién
partiendo de estas condiciones como iniciales pero con So =

100 mx/cm’.
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Ls tiguras 33, presents, como Ila biomass acel

- sy
crecimiento llegando a una concentracién de 700 mgc-l/cnt
la produccioén incrementa también de 12 a 22,63 n‘/cn' en el
mismo tiempo de proceso (650 h) que para la curva de So = S0

ml/cm{

Para la curvs de So = 50-100 ng/cu', ¢l méximo se
alcanzs tiempo después que el alcanzado con So = 50 -g/c-. lo
cual origina que &l proceso dure mis tiempo. Este
comportamientc es natural porgque los microorganismos ya
pasaron la fase de crecimento exponencial o es interrumpida,
por lo tanto la produccién es scelerads, al suministrar mas
sustrasto, vuelve a generarse en poco tiempo otra curva de

crecimiento de biomasa logrando mejorar !a produccién.

Por !o tanto, es recomendable aumentar la concentracién
inicial de sustrato, pues en cuaiquier casoc la produccién se

jncrementa.
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Otra forma de ansljzar y aprovechar este comportamiento,
&$ cosparar los resultados obtenidos original!mente utilizando
una concentracién constante de Ssustratc durante todo e}
proceso, (sec.3.5 A), por ejemplo So = 50 -llcn'. contra los
resultados generados partiendo de una concentracién inicial
menor Se = 20 mg/cs' y en la segunda alimentacidén suministrar

la misma concentrscién del proceso anterior, So = 50 ng/cnt

La figura 34 representa esta comparscidn, obtenjiendo en

ambos casos la misma concentracién de producto y de blomasa.

Este cosportamisnto ocurres porque !a biomasa crece lo
suficiente durante |a primera alimentacién pars empezar =&
producir y al realizar la segunda alimentacidn de sustrato el
crecimiento continda y la produccién aumenta de la wmisma
manersa que cuando se alimenta ia nisma concentracioén

constante desde e! principio.

Los valores de la concentracién de biomasa son levemente
menores que los de 1a curva original, pero alcanzan ¢! mismo
miximo de produccién y de crecimiento al miseoc tiempo de
procesoc. Gracias a este comportamiento se obtiens un ahorro
de sustrato y un mejor aprovechamisnto del tiempo y del
sictera, pues aungque e! tiempo de proceso se |{ncresenta, da
ia posibilidad de prolongar la fase de produceién,
aprovechando la misma cantidad de biomssa y obtenijendo

me jores concentraciones de producto.
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Cuando se usan ll;r!t!‘lll de alimentacién es necesario
tener cuidado en utilizar un tiempo de residencia sdecuado,
pues comparandc con Jos resultados obtenidos en las secciones
3.3 A. ¥y B. se encontro que:

- Cuando e! tiempo de residencia es pequefio, por ejemplo
©® = | h, se presenta e! mismo comportamiento descrito no
importando la concentracién de sustrato con la gque se inicie
@] proceso. Aumentar este valor en la segunda alimentacién
origina un aumento en la produccién, respocto a los
resultados de! procedimiento original. Se alcanza tasbién Ia
misma produccién que }a obtenida empleando s concentracién
de Ia segunds alisentacién y manteniendola constante, coao el
procedimiento original.

Este comportamiento se amuestra en las figuras 35 y 38.

0.0 o 50-20
“ s So=30 F
© So=20-50
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= Cuando el tiempo de residencia es mayor €6 = 10 h el
comportamiento es el miseo que e! seMalado, como se mnmuestra

en la figura 37.

En dicha figura se puede obhservar que no es muy
importante el valor del que se parta, por ejemplo: So = 5 o
10 ug/cm’. puesto que a) realizar la segunda alimentacién So
= 20, las curvas tienen un ligero defasamiento las primeras
300 horas, pero al llegar a la produccién méxina se obtiene

ta miswma concentracién de penicilina.

=
0 N
Y

39 9;’
?H dyr © S=Z)
'-‘! f o 50520

PROBUCTD <mp/om3>

1.o¢ & So=10-20
c.sLF

o
0.08 . "

v w an I @ W 0

TIEMPO h
Figura 37.Moda'n basedo an cindtica anzimdtica

Estrategia de alimantocién de sutroto.
Tiempe 06 ras!idaencia ~10 h
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- S{ @] tlempo de residencia es grandae, por ejemplo, e a
S0 h el susentar la concentraclén de sustrato es una buena
estrategia, siempre y ocuando la concentracién inicial de
sustrato no sea grande; ya que como s¢ muestra an |a figura
38, con un tiempo de residencia grande, la concentracion de
sustrato So = 10 y 20 II/CI’, os consumida répidaments en un
tiempo de 4 horas y al ser incrementado de So = 10 a S50 = 20
ll/tl‘ el comportamiento cambia, separandose de la curva de
So = 20 mg/cu' y no llega al mismo valor wméximo sino a wun
valor més alto alargando el proceso.

Como se explicéd anter{ormente, cuando se usan tiempcs de
residencia grandss [ 1] necesarfo usar concentraciones
inicliales de sustrato grandes, por esta razén si{ So de la
prinorl' alimentacién .S paqueffa conviene usar esta

estrategia.

1] —
05
04 o So=10 o

2 §0=20

o So=i0-a .-

PRODUCTO (mg/cm3)
o o
~ o

2

005-acy s 5 8 1 8 9 |
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Figura 38.Madslo basade en clndtica snzindtica
Egtrotegin da al imertacién oe susirato.
Tiempo o= residercio =50 b
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Por otra parte, si{ partimos de concentraciones grandes
por ejemplo So = 20 l'/CE, y %@ aumenta a So = 50 mg/cn’
durante las primeras 50 horas los resultados son lguales a
los obtenidos en la seccién, 3.5 A., las 400 horas siguifentes
se obtiene menor produccién que el original hasta llegar a la
produccién méxima, la cual es la misma para ambos sistemas y
de aqu{ en adeilante e]| decaimento en la produccién es menor
para e! segundc sistema. Pero ain as{ en gran parte de tiempo
de proceso se obtienen concentraciones menores usando esta
estrategia, por esta razén no es recomendable usarla cuando
se usan concentraci{ones iniciales de sustrato grandes. Este

efecto se representa en la figura 39.

PRODUCTD C(mg/cm3)

0.0

@ W W™ W W & W W
TIEMPO h
Figura 38.Mcosto basado en cinetlea snzimatica

Estrotegic de alimentacicn de sustrato
Tlempo de residerncic <30 h
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Basdéndose en los resultados obtenidos al variar Ia
concentracién iniciail de sustrato y ! tiempo de residencia,
se utllizd una estrategia de aumento o disminucién del tiempo
de@ residencia de 12 misma manera que fue realizada al wveriar

la concentracidén de sustrato inicial, So.

Los experimentos numéricos se realizaron tomando e!
siseo criterio y valores de estacdo estacionario gue para Ia
de slfmentacién de sustrato, perc en este C8s0 @ANteniendo
So constante.

De ios resuitados reportados en la secclén 3.3 A, se
nota que sin usar ninguna estrategia, cuando se usan
concentraciones de sustrato inicial! grandes, la produccién de
11.7 sg/cn’, se obtiene con un tiespo de residencia de 10
horas, si se aplica |a estrategia a este sistema disminuyendo
© de 10 a 1 horas, se nota que la produccién auments
lentapente de Ia sismpa manera que lo hace e! sisteaa normal
20T © constante de § h, llegando & una concentracién maxima
de produccidn muy similar a2 la obtenida a! usar 8 = 10 horas
con un ahorro de ©S00 horas de proceso. La tigura 40(A)

muestra el comportamiento de esta estrategia.

En lo referente al <crecimiento de bilomasa, éste es
sayor si{ se dissinuye el tiempo de residencia puesto gque el
sustrato s&lo es aprovechado pars reproducirse, esto se

vé en la figura a0(B).
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Si por el contrario, se ausenta el tieapo de residencia
de 10 & 20 horas o de 10 a 50 horas, en las 300 primeras
horss de proceso la produccién es mayor a la que se obtiene
con ® constante de 10 horas, pero alcanza su valor améximo
répidamente y disminuye, lo que no ocurre con 8 = 10 h.
(figura 40(A)). Esto se explica s} analizar la figura 40(B),
en donde se vé claramente cémo el crecimiento de biomasa en
estos dos experimantos es menor que para 10 horass de tiempo

des residencia.

Si se parte de un tieepo de residencia wmenor, por
ejemplo 8 = 5 horas y 8} llegar la curva de sustrato al
estado estacionario se aumenta a 10 horas, se obtienen los
mismos resultados que cuando se usa & * 10 horas desde e}
principio y este wmismo comportamiento se observa con e}

crecimentc de biomasa en la figuras 40(B},

Esto ocurre debido a gque para So = 50 mg/cn, Baxiste un
tieapo de residencia éptimo y 3 Que el cambio se realiza
dentro de las primeras 100 horas del proceso, donde la curva
de crecimiento todavia no llegs a Ia fase de crecimiento
exponencisl y al usar la estrategia se comporta de Ia misma
forma que cuando se usa el segundo valor de © desde el

principio.
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Cusndo s® parte de otrc valor de tiempo de residencia
por ejemplo 8 = 20 horas, l1a figura 41 indica cual es el
efgcto de) tiempo de proceso sobre sl comportasiento; en las
primeras 200 horas s conveniente asumentar e! tienmpo de
proceso pues la produccidn de peniciliina @s sayor gus cuande
© @5 constante (20 h.}, al! aumentar e) tismpo a 500 horas de
proceso se obtienen mejores resultsdos y después de un tiempo
de proceso de 600 horas se alcanza wmejor produccién si  se
disminuye ©. Dicho comportasiento demuestra la importancia de

usar un tiempo de residencia adecuado.
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Tomando uns concentracién menor de sustrato inicial por

]
aplo So » 10 mg/ce con un tiempoc de resldencia de 10

horas, comc 8l que representa 1a figura 42(A), se observa que
en las 200 primeras horas de proceso es conveniente aumentar
© de 10 a 20 horas, si ss disminuigo de 10 & S horas en este
mismo lapso de tiempo la produccién es menor y baja adn mas
cusndo el tiempo de residencis baja de 10 a 1 hora, pero el
valor m#ximc alcanzado en este Oltimo es mayor que en los

cCasos antericres aunque a un mayor tiempoc de proceso.

En este caso 1a mejor estrategia es disminuir de 10 a 5
horas, ya que cuando la disminucién es muy grande el proceso
es largo y la diferencia entre las producciones miximas de ©

= 10-5 y € = 10-) horas no @s apreciable.

Por el contrario, i se aumenta ©, el proceso dura menos
tiempo y la produccién es menor que 1a que se obtiene con © =
10 horas constante, como ia mostrada en la figura 42¢(A), En
la figura 42(B) se muestra el mismo sistema con So = 10
n./um’ y ® = 50 h en donda ia produccién es muy pequela y
s41o0 se distingue en las 20 primeras horas, al disminuir a 10
o 20 horas e} tiempo de residencia la produccidén aumenta
notablemente y se deduce que es conveniente usar esta
estrategia cuando e! tiempo de residencia es grande y la

concentracién de sustrato pequefa.
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La figura 43 representa el sistema wuti{iizando una
concentracisén {nicfail de sustrato peque¥a, Sp = 2 n(/cn'. y
s® muestra que es conveniente disminuir el tiempo de
resjidencia pues e incrementa la produccidn como ocurre en
los sistemas usando & * 5-1 ho e = 10-] h, y ocurre lo
contrario con los sistemas usando 6 = 1-5h y & s 1-10 h

respecto al sistema normal.

Al existir una concentracién pequefa dentro de! reactor
no es posible usar tiempos de residencia grandes porgue el
sustrato se consume Iinmed{atamente no existiendo crecimiento
ni produccién y de ser asi, @6 conveniente disminuir & para
aumentar el crecimiento y la produccién aprovechando mejor el

sustrato,
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AL IMENT X N

Debido a que !a concentracién de ox{igenc disuelto en el
‘medio es indispensable para e] creccimjento y produccidén de
blomasa, ®s necesario conocer comoc afecta al procesc la
dismpinucién y aumento del mismo comparandolo con e) pProceso

norsal,

Considerando que ia agitacién es perfecta, que no
existen problemas difusionales en ej medioc y que se trabaja
con la concentracién éptima y constante de oxfgeno puro 02" =
1.26 unollcl.. se obtiene una produccién y crecimjento de Jos

microorganismos estable,.

En este experimento se wutilizé wuna estrategia de
alisentacidn de ox{geno en la cual se parte de 1.26 umul/cn‘
y al llegar a) estado estacionaric se dismlnuye a 0.1
pnol/cu’. Ya que 1a disminucién fué muy grande, ia produccién
bajé y el tiempo de proceso aumentd. Este comportamiento se
observa en 1a figura 44{A). En Jo que se reflere al
crecimientoc de biomasa, la figura 44(B) indica conmo la
concentracidn de blosasa no se afecta al dissinuir a 0.1
ymol/cm, ni usando esta concentracién de oxigeno constante

desde el principio.



Se dissinuyé la concentracifén de 1.26 a 0.5 u-ol/cu‘
dando mejores resultados que en el caso anterior, pero adn
as{ }a produccién no amejora la del proceso normal y la
reproduccién de los sicroorganismos aes la nmisma. Esto
denuestra que los sicroorganismos aprovechan el ox{genc para
vivir vy reproducirse principalmente atectando a la

produccisn.

51 la segunda alimentacién se disminuye de 1.26 a 1.0
unol/cn.. los resultados de crecimiento de la biomasa,
produccién y consumo de sustrato son muy parecidos a los
obtenidos en el procesoc normal, pero el tiempo de proceso es

mayor.

Esto se debe 3 que los microorganismos requieren de
determinada cantidad de oxfgeno para crecer, producir y
consumir el sustrato, y de no ser suministrada 1a
concentracién de orfgeno adecuaca, la biomasa !o aprovecha
totaimente para crecer y la produccién se efectua ientamente

a decrece, como se muestra en la figura 44(B).
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S{ se alimenta una concentrsciédn mayor » 1.26 ymol/cm’,
los resultados que se obtienen son los wismos Que los del
proceso norma!, ya que st!c se disuelve esta cantidad, pues
as la concentracién de saturscién de oxigeno disuelto en e!
sustrato, por ello no es conveniente utiilzar este
procedisiento porque &) exceso de ox{geno que es burbujeado

se pierde. Este fenémeno es representado en Ia figura a5,
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E. EFECTOQ CONJUNTO DE AUMENTO DF LA CONCENTRACION INICIAL DE

ATO 1SMINUY. N DX1GEN IMULTAN TE.

El sfecto del aumento de 1a concentracién desustrato,
como se menciond anteriormente, proporciona mayor produccién
respacto al procesc normal y se obtiene la mismm produccidn
que si se alimenta Ia concentracién alta desde el inicic de)
proceso manteniendola constanta. Por otra parte, tamblén se
observé que al diseinuir Ia concentracién de oxfgeno la
produccién dissinuye. Al combinar ambos procedimientos ocurre
@l nismo cosportamiento, el cual se vé en la figura 46. :

Cuando So ek igual a 50 lg/cn’ e alcanza la produccién
mgxima en 6820 horas de proceso sjendo de 11,56 ng/cu'. lo
mismo ocurre para @l sistems donde se aplicé la estrategls de
alimentacién de sustrato de 20 a 50 -(lcm' con 1.26 ymollcm’
de ox{geno, pero al! disminuir el oxfgeno a 0.1 ynul/cn' 1a
produccién baja a 9.88 n;/cl’. como se vé en la figura aBlA},

En lo referente al crecimiento de biomasa, 1a tigura
46(B) indica c6mo en los tres casos e llega a la misma
concentracién sin dimportar s! el oxigeno es disminufdo.
Qcurre as! porque los wicroorganismos utilizan tanto sl
sustrato como e! oxigeno para mantenerse vivos y reproducirse
y 81 1a concentracién de oxfgeno es O&ptims, is produccién
mejora; de no ser ae! la produccién disminuye, lo que indica
gque 1a concentracién de oxfgeno es importante para Ia
reproduccién de los microorganismos, pero més aGn pars la

produccién,
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G. N 1SMINY N_D CONCENTRA
NO RIAC TIEMPD D NC§A

SIMULTANEAMENTE .

La produccitn obiamente se ve afectada cuando ia
concentracién de ox{geno disminuye vy i tismpo de residencia
varia, respresentando este co-purtnmlnnio en I» figura A&7(A),
en donde se vé clarasante el defasamjento que aexiste entre
las curvas generadas usando la concentracién de oxigeno
constante de 1.26 u-allc-' y las obtenidas al disminuirs 1a
concentracién de D. de 1.26 a 0.1 pnol/cm’. El oxigeno (1}
aprovechado principalmente para el crecimjento de la biomassa

coxo s8 indica en la figura &7(B).
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FEC GLOBAL ALIMENTACION DE TRATO, V A N

T P S NC1A SMIN N, 1GENO M NEAMEN

Como se vié en las estrategias antericres, la de
alimentacién de sustrato es conveniente usaria siempre vy
cuando B¢ realice con la concentracién éptima y constanta de
ox{geno, puesto que de ser disminuldo baja la produccidn. El
aumento o disminucién de! tiempo de residencia es aconsejable
dependiendo de las condicliones {niclales gque se tengan vy
ocurre la misma disminucién en la concentracién de producto

que 1a observada cuando [a cantidad de oxi{geno baja.

Si se usan las tres estrategias simultaneamente e!
comportamiento sigue !a misms tendencia que cuando se usan
por separado, la figura 48 reprasenta como conh {a estrategia
de alimentacion de So = 20-50 nglc-' Y ia variacién del
tiempo de residencia de © = 5-10 h, 8 = 20-10 hy @ s 10-20 h
¢on la concentracidén de oxf{geno constante se obtiene una
mayor produccién, gque cuando se usan los mismos s{istemas pero
disminuyendo la concentracién de ox{geno, ocurriendo los

mismos fenémenos antes descritos.
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ARIA N D CONCENTRACJON IN AL _DE OMASA,

Hasta este paso la concentraclién inicial de biomasa Xo
ha kido considerada como constante e igual a 20 m(col/cmﬂ
pero €5 necesarioc conocer como afecta esta varisble al

proceso.

Se tomaron los valores de Xo = 1, 10, 20, SO mgcal/cm{

tomandc como base de comparacién el sistema con & = 10 h, Xo

3
= 07 wgrel ‘:m,, So = 50 mg/:m: 02 = §,26 mmol/sem o
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En la fi{gura 49 se muestra que en Ia pricera fase ol
crecimiento y ia produccién son lentos al uUSar
concentraciones de biomasa pequeNas y al aumentarla el
procesc se reatiza rapido, llegando en cuslquier caso al
xispo valor meAximo de produccion de penicilina Y de

crecimiento de biomasa, figurm 29(B),

La figura a49(C), muestra como al sustrato es consumido
lentapente con valores de Xo pequefics, por sjemplo: Xo = 1
u:cellcm’, pero al crecimiento es ®! mismo, 1o cual indica
que el procesc se vé afectado en mayor proporcién por las
condiciones de tiempo de residencia y concentracién de

sustrato infclal.

Es natural que al existir asnor concentraclén de blosasa
Ael sustrato se consuma lentasente hasta llegar a una
concentracidén de biomasa en el estado estacionarioc, S5i ia
concentracién de biomasa es mayor,. el consuzo de sustrato
taabién lo es, pero la produccidén 9 el crecimliento de Ia
viomasa en el estado westacionario son los mismos no
iesportando la concentracidén de biomasa {nicial. Esto ocurre
porque stenco la concentracién de sustrato inicial y el
tienpo de residencia constantes, el sustrato as <consuaids
favorablemente para la reproduccidn de biosasa, hasta cilerta

concentracidn, la cual limita a la produccidn.
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- COMPA N _DE s} 0 ER}COS.

Para este modelo fueron también comparados los 2 métodos
numéricos, e! de Runge-Kutta 4° orden con tamafic de paso de
1E-2 y e} de Michelisan (5IRK), con tamafio de pasc inicial de

JE-4 y tolerancia de 1E-5.

Dada la forma de las ecuaciones, Ias cuales dependen
simultaneamente de muchas varlables y constantes, existen
problemas de estabilidad, 1o cual origina desviaciones del
método de Runge-Kutta respecto del SIRK, En la figura 50, se
muestran estas desviacionas, que ocurren de acuerdo a3l tamafo
de paso utilizado en e) método numérico y a los valores de

ios parametros de las ecuaciones diferenciales involucradas.

Utilizando dicho tsmafo de paso en @l Runge-Kutta, el
tiempo de proceso de dstos e@s aproximadamente de 2 2 3 veces
mayor respecto del SIRK. Para disminuir las desviaciones es
necesario disminuir el tamafo de paso, originando que el
tiempo de cémputo sea aln mayor (4 a S veces); por lo tanto,
para este modelo el método SIRK es mis confiable, pues la
tolerancia puede disminuirse obteniendo mejor precisién y un

tiempo de procesamiento de datos razonable.
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4. CONCLUSIONES
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CONCLUSI ONES

Apartir del analisis de! comportamiento de un raeactor
cont{nuo para produccién de penicilina basado en los modelos
cinéticos y wutilizando los wétodos nupéricos citados

anteriormente, emergen las siguientes conclusiones:

- E]l ®modelo de la edad celular séio considera l!a produccién
de penicilina en funcién de la concentracién inicial de
blomasa, no dé informecidn sobre !ls& reproduccisn como tal,
pero s del tiempo de vida 0til del mfcroorgan{smo,
dependiendo de las condiciones de tiempo de residencia y
concentracién de biomasa iniciai. Por lo tanto, este modelo
s6lo e5 Gti! analizarlo para encontrar el rango de tiempo
adecuado en el cua! el microorganismo esti en condiciones
éptimas para producir.

~ El modelo basado en la ley logistica a pesar de dar
informacién sobre reproduccién de la biomasa y produccién de
penicilina no es suficiente, puesto que para cualguier caso
ilega al valor estabie de 3.93 mgcel/cm’ y no hay forma de
modificar dicho valor debido 3 que Jas constantes de este
modelo, fueron obtenidas por un método numérico basdndose en
datos experimentales obtenidos de diferentes caorridas pero
con condicjones fjjas o variables en un rango muy peguefio.
For lo tanto, con este modelo s6lo es factible encontrar e)
mejor tiempo de residencia y el rango de tiempo en ei gque el

micranrganicemo estd en condicicnes 4ptimas para producir.
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= El wodelo basado en cinética enzimidtica de Bajpai y Reufs es
el més completo, por esla razon el analisis bassdo en este
modelo fué mées amplio y dé oportunidsd de mode lar el siptemn

completamente.

En base & este mode!o se encontré que es factible ussr
estrategias de alimentecioén de sustrsto y oxfgenoc, variando

el tiempo de residencia.

Para atcanzar producciones altas de penicilina, deben
utiljzarse tieapos de residencia intermedios y
concentraciones de sustrato altas. E) tiempo de resjdencia
Optimo estf entre 5 y 10 horas, la concentracién inical de
biomasa 20-50 mgcsl/cm’, concentracioén inicial de sustrsto 50

]
ng/cm', concentracién dé ox{geno constante de 1.26 umol/cm

Considerando que son organismos vivos Que crecen, se
reproducen y mueren en un tlewmpo muy corto y dependiendo de
las neces!{dudes que se tengan, serd la estrategisa & vutilizar

tanto de varimscién de €, So, Or e inoculo (nicial.

La ®@ejor estrategia utflizede fué BUBENtAT Ia
concentracién infcial de sustrato en el estado
estacionario, pues se& ahorra sustrato y 6 obtiene ia misma

produccitn que del sistema original.
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La estrategis de variacidn de tiempo de residencis es
convenjente utiiizaria cuando no se traba)a desde ei inlclo
con lag condiciones optimas y a! moveri{us o6 factibie mejorar

@) proceso.

Ls concentracidn de oxigenc ss muy importante puss de
e!lla depende encormemente la& produccién de peniciline y no el
crecimiento, pues s¢lo es aprovechado s] oxigeno disuelto en
nayor proporcieon para vivir y reproducirse, Yy no para
producir penicilina. Por ests razoén, en ningudn CRED  es
conveniente usur ©sts estruategia de disminucion de oxigeno.
En a! caso &n que !a concentracién de ox{genn alimentado Ees
mRyor Que la concentracién de ox{geno en eguilibrio con ol
sustrato (1.26 umol/cm!\ ol exceso de oxigenc no [:33

aprovechado y 68 &limins.

La concentraciéon {nicial de biomasa no es un factor que
afecta wn gran wedida ! procesc porque 56 &lcanza e micma
produccién y el mismo crecimiento no importando 1
concentracion inicial que se utiliza, lo dnico que cembia es
&l tiempo de proceso pars la fase de crecimiento de los

microorganismos.

Este andlisis es muy i(mportante para poder reaiizar
posteriormente e! adisefio éptimo del equipo considerando los
rerul tados obtenidos de este trabajo (tiempo de restdencia,

crecimientc de la riomasa y cantidad de producto obrenido!
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dei procesc er genera! y para poder ecscalar de wnivel

laporaicric 2 piarta pilcts € 3 Pivel IncustTial.

Para reazlizar este escilariento es necesaric Fprofundizaer
=85 sobre las conciciones de! reactor, comc son ins

resistencies a !a trensferencia o©e cxigeno, y Ssustrstc

causadas por factores COmD la visceosidad, rala asgitacidén,
€tc, ¥y como afectan estiks resistencias al creciziento
microbianoc y por o tanto, -3 ia produccién.

También es recomendable anslizar cowc serfn empacados
los EiCroorganismos ya Gea CON SOpPOTtLe © No, ¥ cus i es el
tipo de soporte adecuado (dimensiones, gwometria, material,
etc.); conocer cual es el espescr optimo pares alcanzer el

meicr crecimientc, basandose er 105 resultados obtenidos .

Adexmds es necesario vigilsr 8 los microorganismos
durante el proceso para evitar posibles mutaclones o muerte
causadss por fluctusciones en el pH, temperatura, agitacién,

inhibiciones por exceso de sustrato.

- Los métodos numéricos dan resultados fguaies pars (oS
modelos de edad celular y ley logistica pues no tienen
problemas de estabilidad, la unica limitacién parse el
Runge~Kutta es el tiempo de procesamiento de los datos. EI
modelo de la cinética enzimitica tiene grandes problemas de

estabilidad sobre todo en las ecuaciones de consumo da
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sustrato y produccién de penicilina, por esta razén es
recomendable usar el sstodo semf{implicito (SIRK) pars

resclver este sistenma,

En base » esta simuiacién no s6io es factible modelar e|
proceso de produccién de penicilina puede realizarse también
este estudio pars cuslquier otro metabolito secundarioc, o
cualquier otra fermentacién que tengs caracteristicas
similares, puesto que s@ tiene @) algoritmo de solucién de
los balances de wateria. Usando las ecuaciones cinéticas

correspondientes a la fermentacién que se desee mode!

Ty
definiendo cuales son las variables de control, es posible
conocer el comportamiento de un gran namero de fermentaciones
sin necesidad de realizarlas praciicamente ahorrando trabajo

tiempo ¥y dinero.

Finalmente el desarroilo de este trabajo @5 atractivo
pues sl proceso de produccién de penicilina y metabolitos
secundarios es de alto valor agregado y baja produccién, por
jo cual realizar un proceso cont{nuo aumenta la produccién, y
permite 1a operacién del reactor durante un tiempo més largo
que €l que se tiens en la operacién por lotes y permite un

mejor control de ltas variables.
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APENDI CE A

Esta seccidn muestra los diagramas de flujo vy los

listados de los métodos nNuméricos utilizados en este trabajo.

En base & los disgramas de flujo fueron estructurados
los programas en lengusje FORTRAN 77; & continuscion se

indican los pasoE & seguir para utilizar estos programas.

- A. RUNGE-KUTTA DE 4° ORDEN

PASDO 1, Introducir en |8 subrutina FUNC Ias ecusciones &
resolver 2(1), 2(2),...,2Z(NEC), en funcién de Iias
variables dependientes y(1}, y(2),..., Y(NEC). Ecta
subrutins debe contener todas las constantes
requeridss.

PASD 2. Una vez que el programa contiene lag funciones, 56
debe correr {ntroduciendo los vaiores Inicifales:
NEC: Nimero de ecuacionss a ser integradas.
NITER: Nimero total de jteracliones.
NPRINT: NOmero de impresiones.
TO: Varijable independiente.
H: Incremento o tamaho de paso.
J: Contador del nimero de ecuaciones.

PASDO 3. Introducir las condiciones inicales YO(J), ds las
variables dependientes.

PASD 4, E! programa imprime Jas condiciocnes infciales
alimentadas y a continuacién los resultados que dan
solucién & las ecusaciones de acuerdo al naOmero de
impresiones alimentadas.
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UALJPES INIC1a-
LES: NEC,NITER
KPRIKY
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L, Jizhalad)
YihH=vBid o 0L,
ZTOH

,-
"
-

SUBRUTINR
1 FUNC

&

A\

LD = ey

-
() —
x

ZUDZYD 2 (76 #0EL, J420082, ) 020003, 12004, D0 1)
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JNEO=RT ¥ L AHED
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FEGRESH
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A2.

PROGRAMA EN FORTRAN 77

10

15

40

0

z

1

23

e
8

71

DIMENSION C(90,50),Y(30),Y0(30) . L(30),Uts0}
OFEN(S . FILE: "PRN  ,STATUS> NEV' ,ACCESSs "SEQUENTI AL,
FORM= * FORMATTED ‘)

T=0

vRITE(® 3}

FORMAT (5K, TIEMPO DE RESIDENCIAS?,80 INICs?, OO INICs2°,/)
BEAD(® & ITETA . SIN,.OIN

FORMAT!).0,27t2.8)

vRivEt®, .01

FORMAT (2:x, INTRODUCIR VALOLES INICTALES  ,//)
VRITE(®,15)

FORMAT (SX, NUM, DE ECUACIONES 4 SEBR INTEORADAS=?",/)
READ(® ,30)NEC

VRITE:®, 40)

FORMAT (SX, "WUM, DE ITERACIONES’, /)

BEAD(® ,30)INITER

VRITK(®,63)

FORMAT (35X, "NUM, OE IMPRESIONES' /)
READ(® 30 I1NPRINY

FORMAT (110}

VRITE(® 38

VRITE(®, 32}

FORMAT(IX, " TNTRODUCTE VAILORER INICIALES DE LAS FUNCIONKS ', /)

FORMAT(1X, TIEMPO INIC., XO, YO, SD. OO, INCREMENTO //)
BEAD (6 5NITO K

FORMAT(Z2(F1Z.8))

DO 33 Jci NEC

READ(®,211Y0(J1

FORMAT(F12Z.8)

Yiar1xv¥0ca

CONTINUE

VRITE(S.22)

VRITE!® 23,

FORMAT (18X, "RESULTADOS DE LAB FUNCIONES -, /)
DO 35 J=1.NEC

VRITE(S.24)70.J,Y00J

VWRITE(®,24)%0,J,Y0¢J)

FORMATISX, "T:° ,f42.8, °2¢( ", 12, 1x" Fi2. @
CONTINUE

1z0

WRITEL®,28)17ETA . M

N1=4

FORMATIIX, "®° . 7x, ' T° . $x,
WR1TE(® ,70)

WRITELE .70}
FORMAT (3X , 'v6seonses
IPRINT=NITER/NPRINT
DO 42 K=1 NITER,IPRINT

e,
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53

<

7

wennne

anoo

DO &1 I=ZNI.K,3

90 ¢¢ L=zi.2

J=g . NEC

CALL PUNCIT,,Y0,Y.0im,itela,0)
CtL,JrzHeZ )
Y1J)IZYQ(J)eCHL,JI®0O. 5
T:T0+0. 30N

CONTINUE

CALL FUNCIT.Z.YO,Y.8tn,ileta,0)
L=p

DO 33 Jzi, NEC, 1t

C(L,J)SH®Z(J)
YtJ12YOIreC(L, IS

TsTO+M

CONTINUE

CALL FUNCIT,Z.¥0.Y.sin.itato,s)
L=e

DO 8 J:i,NEC

C(L,JiaNem(I)

CONTINUE

PO 47 J=3 ,NEC
ZIJIEYOIIIel 1L, /0. 19(C(4,I)1+2.9C(2,J)+2.9C¢
CONTINUE

TOo=zY

DO ¢8 Js3, NEC

YO(s1=ZTea

YtiJrzYO (3D

CONTINUE

BERRY- TR F RN

. FORMATO DK RESULTADOS .
EXTYY XY

CONTINUE

FORMAT (3X. TIEMPO DE RESIDENCIA = * ,14,3X,° INC2°,F10.4,7)
NIzgea

DO €3 J=1.NEC

YO 1JysZ(J

Y(JI1=¥Y0 (I

CONTINUK
VRITE(®,38)7 205} ,Ei2) ,EiD)
VRITE(8 ,983F , 204 Z(2),2(3)

FORMAT (* ®° ., F32.8,° ®° rs2. ®,r12.0,.° ®°,F12.8,°%"
CONTINUE

T=zTO

CND

sssesasssnssecessonune

® METER LAF FUNCIONKS dX/dT,dP-sdt,dS-dr,dordT .
. EN LAE LINEAS .

sesesscesevecesenstenve

sscsssccacernsvecnsene
SUBROUTINK FUNC(T.Z.YO,.Y,ein, iteta,o)
DIMENSION C(30.30),Y:i30),Y0(50),Z(30),U(30)
ux:zo.s

AKXrS. E-2

AKOX=1.31K-391. 28

Urze.x-3
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AKPsZ, . K-6

oss. ze

ZLITUXSY (IR ITIII/LAKKRY (1) +¥(3)N® IO/ (AKOX®Y(1)+0))

BRI (UPPY () 1B (YIS (AKP Y (D I®(44(V(31/AK1)11IO(0/(AKOPOy(L)eON
Z(2ISUITI-AKDOV(2I-YIZI/ITETA

EIDISc (S . /YREIOR(L)I=( (8. /YPRICRIZN~-AMESY (1) ¢ (4. /ITETA) ®(SIN-Y (BN
BETURN

EXND
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Las principales varisbles utilizadas son:

LK Muitiplicadores de error.

HO: Paso sedio inicial.

XST: Valer iniclal de Ila varjable independiente.

EPS: Tolerancia.

Y(0): Valores {niclales de las varjables dependientes.
NCOM: NGmero de ecuaciones a ser integradas.

NTAB: Nimero de intervalo

XTAB: Intervalos deseados.
NPRINT: Ndimero de impresiones.

PASO t. Introduccir las funciones a ser resusitas dentro de
la subrutina FUN conteniendo las constantes necesarias

PASO 2, Cambiar la salida a iapresidn en la subrutina QUT.

PASO 3. Correr e! programa introduciendo las variables que
indica el programa incluyendo los valores iniciales.

PASO 4. Introducir los valores de la variable {ndependiente
de ios cuales se requiera obtener los resultados de
las funclones y que se deseen imprimir.

E! programa ioprim{rd los resultados obtenidos en los
puntos indicados anteriormente.
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_._.E;

DFCL, Dz-NekadF(1,0)

_4_—_

bFCL,Nz0

| DF{l, dazbFil, D g

SUBRUTINA
SIRX

wn

[
ﬁ.___

YKL zHeFUNYCD)

YK2(1)=¥(1) 8, 75D0@y¥R2( )

——

_.

ABPEI 190 LT184]
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YK%H):N"UI!(
RS

)
l:-vxmn
h

b

YK3(liz Ridsey
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DELY = 1b-12

|
— D)

|

AU = YD
YD z¥r1 eDELY

l

SUBRUTINARS
DFUNM
FUN
out

budi b
DELY

CFUNVAD-FUNLLD) )

e fyetaz yeunend
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STIFF
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B2. PROGRAMA EN FORTRAR 77

TMPLICI? REAL®S(A-N, 00~
DPIMENSION XTABI(30),.IP(30) . ¥Y(30),YOLD(RA},YOLDE(BOI.YALNO)
DIMENEION FOLD(30),YK$(3O),YK2(20),YK3I(30) ,DF(30,301,Y0(30)
PIMENSION DFOLD(30,80) .W(B0' ,Fi30) FUNL(JO ) ,FUNVIIO) , YAUX(BO
EXYERNAL FUN,DFUN, OUT
OFEN(S.FILE- "FPEN" STATUR
® VORMA FORMATTED')
e B T R T T pUpHp IR
< LECTURA DE DATOS

c eemmmmemmee

NEV* ,ACCESS = "SEQUENTIAL",

e FORMATIEIN, "FETA=" ,Fi2.9 BN, 8INx" ,FL12.8,2X, 0OIN:" Fi2.0)
VRIYE(®, 130

130 FORMATY(1OX , "LECTURA DE DATO® )
VAITE(®,132)

§52 FORMATIIX, "NUMERO DE KECUACIONES A SER INTEORADAS?')

READ (*.330)NCOM
VRITE(®, 300
READI®, 390 )NTAD
WBITYE(®, 30S8)
READIS 330 )NPRINKT
VRITE(®,310)
READ(S, 380 KPS
YRITE(® 320)
AEKADI®. 380
WAITE!® 333
READ(®, 300 I1XST
FORMATII30)
FORMAY(Fi3,
FORMAT((OX, * NUNERO DE INTYERVALOS €?°)
FORMAY{ 10X, * NUMEAO DE IMPRAESIONES=?')

10 FORMAT(L1OX, ° TOLERANCIA ®=7°)
"ns FORMAT(10OX ., ° VALOR INICIAL DE X XBTs?°)
120 FORMAT(10X,* VALOR DK NO =7°})

PO 400 Iy NCOM

WRITE(®, 48010 J

READ(®,.480:1¥W(JS)

WRITK(®, 08

READI(®,4801Y0 )

VRITE(® 4323

CER AF R

FORMAT(1OX,* MULTIPLICADOR DEL ERROR Wi' , I8,°1w2°)
FORMAT{1OX ., "I BIOMZY(1: . P=Y(2) , ExYID) OSY(6))1: Y  ,¥3,°1:52°)
FORMAT(10OX, " [YO (1 1=XTETA,YO(Z1=OIN, YO ISIXBINI: YOU' ID, )u2"}
FORMATI(F1S. 0

DO 300 J=1  NTAS

WRITE(®,31010

soo READ(® , 3F0'XTAB(I)

szo FORMATIFES, 8)

%10 FORMAT(IOX .  INTERVALO DESKADO KTANC' , I8, 187
VRITE(S .03 (1 xal Y2} W(l) , I=1,NCOM

VAITE(S.807)EPE NO
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03 FORMAT (31X, "VALORKS INICIALES Y MULTIPLICADORES DK ERROR‘,/,

S 13.3719.7)
so7 FORMAT(IX, " YOLERANCIAZ " ,D12.2,.3X, PASC MEDIO INICIAL=zZ’,Di12. 8,
/. IX, "TILMPO 10X, Y141 ,308, YiZ} WX, YR LXK, YO L/,

¢ - S ceerem e ——————
-] BEALIZTA LA INYEORACION SECUKNCIAL DE INYERVALOS
c PR,
XL EAST
PO B0 Izt , NTAS
X2xXTAB (1)
CALL STIFF(NCOM, 30 . NFRINT, FUN,DFUN,OUY,X1,X2 MO ,RPFE.V,Y,
. YOLD,YOLD1: ,IP YA, YKL ,YK2,YK3 DY ,DFOLD, FUNL, FOLD, YAUX , FUNV,YO)
so xsaxa
END
c gy Uy
c SUSROUTINA OUT
c cemmr - mmmememmnrmmem—scsmsr—mmmm .
BUBROUTINE OUTIX.Y, 1IN, Q)
IMPLICIY REAL®Q{A-N,O-B)
DPEMENSION Y1(30)
VRITE(®,1)X, Y1) YiR) YD), IN
VWRITE(S, 1 )X, Y1) , ¥y YD}, 1M
1 PORMAT(- ®- Fi0. 6, ®- 3Ft2.0,5X,19," L8]
RETURN
END
e g
c BUBRUTINA FUNCIONKS
c g S PG G S

BUSROUTINE FPUNI(X.Y F.YO!
IMPLICIT ARAL®S(A-m.O-X)

DIMENZION Y{(30),F (3031 ,Y0(30)
UXEO. 8

AKX:S. K-8

AKOX31.11E~-201. 28

Upze. K-8

AKP=2, KE-4

AME=O.Ot e
¥YX0:0. 04
vro=0.2

AMOEKO. &

AXTME=200.

COSAT=1. 28 -
TETAZYO L) ) ) )
o=vo(2:

EIN=YO(3)
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anann
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Fig 1 sUNOY (1 1® (Y i3I/ (ARNOY (1 ¢YIS1 I8 (0 /LAKOK®YI3)+00)
FUZIE(UPOY (L1 1P IY (R /(AKP+Y (319(4. +1Y(D1/AKEI})IB(D/CaKAPS
Y4140 -AKDEY (I} -V (T TETA

F(SIE-is. /YKEIPF I8 1~ ((S. /YPRIOTL) ~AMESY IS )ett. ~TETAI®(SIN-
Yoma

wETURN

xo

BUBRUYING  JACOBIANA
SUBRDUYINE DFUNIX,NCOM.Y,YAUX,FUN, FUNL, FUNV,DF,Y0)
SMPLICIY EEAL®B(A-K . 0-Z)

QIMENRBION Y(30) DT (30,20} ,YAUX{303 . FUNL(30) FUNV(SO),Y0(30)
BELYs1. D12

PO 10 Iy NCOM

YAUN (X =V (T

YiyssYiE) « DELY

CALL FUN (X ,Y,VUNV, VD)

PO 20 JSsy ,NCOM

BFEI IS (FUNVIII~FUNL 131) /DELY
YIIIEYAUXC(3)

EETURN

END

BUBROUTINA BYIFF

BUSROUTINKG STIFF(N,ND, NPRINT FUN, DFUN,OUY X0, X2t . N0, EPE, VW,
YOLD ,YOLDS . IP , YA, YKS ,¥YKI,¥KI,DF ,DFOLD, FUNIL ,FOLD, YAUX, . FUNV, Yn)
IMPLICET BEAL®S (A-M,O-Z}

DIMKENEION IPINDI.YIND) ,YOLDIND) ,YOLDE (ND) , YACND S , YKI(ND?
PIMENSION YKBIND! ,WIND) FUNI INDB) ,FOLDIND) ,DF CND , ND )
PIMENSION YAUK(ND) ,FUNVIND} ,¥OIND! YKIIND! ,DFOLDIND, ND
KCONzO

MOUYsO

Nexe

MEMO

IF(XO+Z. "M, LY, Xt} 0O TO ¢

ULTIMO PASO O PRIMKR PASO NAYOR QUE £L INTERVALOC
MEINE-NDX,

KCONF3

EVALUA FUNCIGN ¥ JACOSIAND

IF (KCON.¥O.0.AND, X+6®M, O0F. X113 NziXi-X)s6

CALL FUNIX,Y,FUNI.YO)

CALL DFUNIX,N,Y,YAUX,FUN,FUNS, FUNV,DF Y01

tMAx-

bo 30 11N

YOLD T EY 1)

FOLDII>=FUNT (2}

DO 30 J=1,N

DFOLRT ,JEDF T, )

CALL SIRK(K.N,ND.FUN,IP FUN1,Y,.VK3: . ¥KZ,YKY DF, 2%, V0
DO 35 I3 ,N

185



YACIIEY (XD
Y(IIEYOLD (1)
FUN3 (1) =FOLDII
DO 33 Jry N
EEd DF(X,JzDFOLD (T ,J)
. IMAEINA Y
CALL SIRKIN,N ND FUN,IP FUNL,Y. YK, VKE,VYKS DF.R, YOI
CALL PUNIX,Y,FUNS,YO)
CALL DFUNIX,M.Y,YAUX,FUN,FUNL . FUNV,DF ., YO)
PO €0 T3, N

0 YOLPS(IIEY L)
CALL SIRKIX.NM . ND FUN,IP FUNL.Y,YK1,YKE, YK DF. N, YO}
£20.

DO 42 121N
ES=W(I 1®DAPSIYA(II-Y(1)) /(L. *DABBIV(E) })
17(E8. 0. E) K:KS
conrINUE
QzE/EPE
QAzte. ®Q10e 39
IF(G.LE. 1.} 0O TO <8
PO €3 133 ,M
YA(TIEYOLDICT)
FUNL (I EFOLDID )
Yiri=vyoLp(1)
pO $ Jug .M
It DFIZ,JrEDFOLD (2,
nznsz
xcoNzo

YIIIEY (D)o (ViTI=YA(LII ) r7.00

X=zNeZ®NW
QAX1./(QA*L.D~50D)
IF(Qa. OF. 5.1 QasS.
Nz-QA®N

WOUTENOUY~1t
IF (INOUT/NPRINT I®NPRINTY, BQ. NOUT, O, KCON. EG 4 ) CALL OUTIN,V INA,
® aa:r
IF(XCON.EQ.5) OO0 YO 307
no=m
IF((XeZ. ®N1.LF. X4} OO ¥O ¢
a0 TO %
187 BETURN
EIND
SUBROUTINE REOCAKI(ND ,N,IPIV,A,VS
IMPLICIT AEALSS(A-N,O-R)
DIMENS ION IPIVIND) ,AtND, ND}! VIND)
NiL=N-1t
DO 10 IFg ,MNe
Tezten
K=IPFIVI)
1F(K.XQ.1: 0O TO 11
X=Vi1y .
VIIzVIK)
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11
10

18
t9

VIK)EX

PO 10 J2=1t,.N
VIJIZVIIIvA(S , TI)®V(])
VINIZEVINIZAIN N

PO 13 Ii=z,N
1=Nes-12

Isxres

PO 18 JsIs,N
VEIISVIII~ALL ,J380V(J)
VIIIEVIII ALY , XY
RETURN

END

R e R R R R e T R R

c

112
i

c
c

SUBROUTINE LUIND . N,IPIV,A)
IMPLICIT REAL®B (A-N,0-2)
DINMENSION IPIVIND) ,A(ND,ND)
IPIVINIZN

NgEN-§

PO 1O Fxs, Nt

X=A(Y, 12

IFIX.L?.0.) X=-X

IPIVIIEY

[TEI LT
PO 11 JIzIL N
Y=a(s, T

IF(Y.LT.O. ) Y=-¥
IF(Y.LE.X) OO TO &3
x=v

1IPIVEY =y

,SONTINUE
IF(IPIVII).EQ. I} QO TO te
K=IPIV(TI)

DO 12 J=I.N

X=ACI,9)

AT, 9)TAK, D)

ALK, 22X

DO 10 J=I11,N
X=-A(J , I)7A83.1)

ISEFE SRS

PO 10 K=I8,N

ALD K)=ALI K)rX®ALT K
AXTURN

END

Tt et e ¢+ 1 e P seaetttsesesrsstostsosssrsroetetonsttsmvostre

SUBROUTINE SIBK(T . N, ND,FUN,IPIV_ FUN1,Y,¥K1,YKZ,YKS2,DV .M, YO}
IMPLICIT RAEAL®O(A-H,0-2)

DIMENS JON FUN1(ND) ,Y{ND) YKE(ND} ,YKZ(ND),YKI¢(ND} ,EPIVIND),

DF {ND,ND), YO iND)

DIMENSION R4

DATA A.R/.4358863213084300D0,1.CI70QN<4NPI348BIDO,

. E349304839328377D0, -, 830202087244323D0, -, 2423370912006 32D0/
DO 3 Ix=1,N
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DO @ J=i.N
Dr¢(y ,JI=-R®A®DF (1, J}
IFP(DABS(DP (1,333, LY. 1.D-52) DF(],J1=0,
CONT INUK
s PP . 12:DF (T Xbes.
CALL LUIND.N,.IPXIV,DF)
CALL REQRE(ND.N.IPIV,DF, FUN:
PO & I=g¢,N
YKL (D) ZNOFUNL ()
(] YEZILIITY(I)+. 73DOSYKE( L)
CALL FUNIT,YK2,FUNL,YO)
CALL BEORE(ND.N,IPIV DF FUNI)
bo & Ies.w
YKICE)SMOPUNL (1)
YIIIZY (11 +R{LIOYKLIIIRIZIOYKIIT)
» YKZCIICRISIOYKLICI)I+M(4IOYKILT)
CALL BEORE(ND.N,IPIV,DF YK2)
bO 10O ¥z1,N
10 VI Y (lrevYKRtT)
BRETURNR
END
PO 14 ST .N
YzatJ. 1)
IF{Y.LT.0.) Y=-¥
IFIVY,.LE.X) OO TO 11
X=y
IPIVIID=I
11 CONT INUK
IF(IPIVIII. EQ. 1) 0O TO 1e
K=IPIVY)
DO 12 IxI.N

Xzatl,J)
ALT,J)zAIK, I
12 AKX, d2=2X
16 DO $O J=13,N

X=-A(I LTI /ACT. 0
AT, TraEx
po 10 K=I3,N

10 AlI . KIZALD K)*vXOA (L, X

aErTuaN

END
LR R R R R R R I R R R L LR TR RS
<

SUBROUTINE SIRK(T ,N,ND,FUN.IPIV FUNt, ¥, VYKL, YKZ, K YK, DF. K, YO
IMPLICIY REAL®0(A-MH,0-2}
DIMENSION FUNLI(ND) ,Y(ND) YK1(ND) YKZ(ND), K YKI(ND! IPIVIND),
® DFIND.ND),YO (ND}
DIMENS JON B4
DATA A .R/.¢3368395213004583D0. ¢.CR78CMan8131439D0,
X .83¢33049385203727D0.-.8302020072445323D0,-.242337031200432D0/
DO 3 Izg.N
DO 8 J=a.N
DFtl J)=~HeA®DF (1 J)
1F:DABSDF L1 ,J,3.L7.1.D~12, DFil.J)=0.
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CONYINUK

PF{I,135DF (1,%)ey.

CALL LUIND ,N.IPIV DF}

CALL AEORE (ND , N, IPRIV,.DF , FUNL)

YEI(11=Y(2)e,  78DOOYKLII)

CALL FUNIY ., YKZ FUN1 , YO}

CALL BREORE (ND ,N,IPIV,DF FUNL)
PO 8 1=1,N

YEZ (I3} 2HOFUNS ()
YISV LI 1eRIIIOYKLICII*RIT ) OYKHD
YY) = YKL ) +RIGIOYK2 (1)
CALL REORE IND.N,IPIV,DF,YKE)
PO t0 14, ,N

AERREL AR SRA 4 < NN )

RETURN

END
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7.

NONENCLATURA
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ks,
Te
rs
rn
ro

Tp

rph
Tpo

Ts

NOMENCLATURA

bz, bs, be, b3,

= Velocidad

= Velocidad

= Velocidad

= Velocidad

kz, k3, k =

= Velocidad
= Velocidad
= Velocidad
= Velocidad
= Velocidad
= Velocidad
= Velocidad
= Velocidad
= Velocidad
= Velocidad
= Velocidad

= Velocidad

= Tiempo

de

de

de

de

= Constantes determinadas a partir

datos experimentales.

consumo de oxfgeno

produccién de penicilina

consumo de sustrato

crecimiento celular

de

Constantes determinadas experimentai|mente para
la ecuacién 28.

de

conversidén
produccién
conversién
conversién
conversion
conversién
conversién
conversién
conversidén
conversién
conversidn

conversién

de

de

de

de

de

de

CDI

calor

amoniaco
ox{geno
Penicilina
acido acético
dcido fosférico
acido penicflico
glucosa

&cido sulfrico
agus

Biomasa

* Tiempo de duplicacién celular

= Concentracién de producte

= Concentracién de sustrato

= Concentracién de biomasa

191

(mg/h}
(Keal/n)d
(mg/h)
(g/h)
(mg/h)
tmg/h)
tg/h)
(mg/h)
{mg/h)
(mg/h)
tmg/h)

tag/h?
(h?
th)

tmol/Kg)
(mol/Kg)

(mo1/Kg)



D = Tasa de dilucién (h )

F = Flujo volumétrico {litros/h}
G * Paso total del casldo (Kg?

K = Constante de velocidad

Kp = Constante de decaimiento

Ki = Constants de inhibic_iﬂn de de formacién de producto por
sustrato (mg/cm)

Kop = Constante de Contois pars limitacién de producto por
oxigeno (umo) oxfgeno/mgcel seca)

Kox = Constante de Contois para lisitacién de Dbiomass por

ox{geno (pmol oxfgeno/mg cel seca)

Kp = Constante de saturacién de Monod para limitacién de
producto por sustrato, (ng/cn')

Ks = Constante de Monod para craecimiento (g/})

Kx = Constante de saturacién de Contois para limitacién de

la produccién de biomasa (mgsustrato/mgcel seca)

Me = Costicliesnte de mantenimjento de bilomasa por oxigenc
(umol ox{geno/mgceliseca’/h)

Ms = Coeficiente de mantenimiento de biomasa por sustrato
(mgsustrato/mgcelsecash)

o & Concentraclién de oxfgeno (umnl/c-’)

Oo = Concentracién de oxfgeno iniciatl (mul/cm')

P = Penicilina obtenida (mg) (ece. 23 a 26, 75 a 77)
P :+ Concentracién de penicitina (mg/cm') {ecs. 46 a 495, 768 a B1)

Rp

Velocidad de decaimiento de penicilina

Rpen: dP = Velocidad de produccidn (mg/mgcel h) tecs. 28 y 75)

dt
Rx = dX Rp = dP Re = 95 Ro = dO
dt dt dt dt
s = Concentracién de sustrato (mg/cm’)

So = Concentracidén de sustrato inicial (mg/cm’)
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Up

Ux

Y

pra

Y

x/0

Y

* ‘Velocidad wespecifica de tormacién de producto

(mgrensmgcelsaca/h)
-1

* Valocidad espec{fics de crecimiento miximo (h )

= Volusmen (litroe)

= Bioxasa genarada (mgcel) (ecs. 23 a 26, 75 a 17

= Concentracisn de biosasa (m‘c-llcn’) {ecs. 48 a 48, 78 a 81)

* Biomasa inicial (mgcel) {ece. 23 a 26, 75 » 77)

= Concentracién de biozasa (n(cal/cn') (ecs, 40 a 435, 78 a 81

nicial,
= Rendimiento celulsr por unidad de sustrato

(mg penicilina/umol de ox{genco)

PO Coeticiente de rendimiento de producto sobre ox{geno

= Coeflciente de mantenimiento de producto sobre sustrato

{mg penicilina /mg sustrato)

= Cpeficiente de mantenimiento de biomasa sobre ox{geno

{mg ce) seca/umol ox{geno)

o Coetjiciente de mantenisiento de bjiomasa sobre

{mgce! seca/mg sustrato)

sustrato

= Constantes de proporcionalidad en funcidn de las condicicnes

ambientales del sistema.

= Tasa especifica de formacidn de producto (h'”
= Ti{empo de residencia (h)
= Flujo de sustrato al sistema (mol/h)

= Velocidad especf{fica de creciaiento (S}
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