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Resumen

La trehalosa es un carbohidrato dimérico componente de la levadura de panificacion Saccharomyces cerevisiae, y
es considerado como indicador de la capacidad fermentativa y de la viabilidad de las células. En procesos de
produccion de levadura, se busca inducir una acumulacion intracelular de trehalosa. Por ser un compuesto
citoplasmico, la cuantificacion de la trehalosa requiere de tomas de muestra y de métodos analiticos posteriores.
Asi, el conocimiento del contenido citoplasmico de trehalosa es siempre ulterior al desarrollo del proceso de
produccion de biomasa, y esto dificulta el ajuste en tiempo real de parametros de operacion para incrementar la
cantidad de trehalosa en la biomasa. Por tanto, se requiere de alguna alternativa para estimacion de la trehalosa
intracelular en tiempo real. Este trabajo presenta una opcion de prediccion basada tanto en el metabolismo celular
implicado durante la biosintesis de trehalosa, como en un algoritmo de redes neuronales dinamicas para la
estimacion de la concentracion intracelular del carbohidrato.

Palabras clave: Saccharomyces cerevisiae, trehalosa, produccion de biomasa, redes neuronales dinamicas,
modelacion estructurada, identificacion de proceso.

Abstract

Trehalose is a dimeric carbohydrate and yeast biomass component generally used as an indicator of good viability
and fermentation capacity. Yeast biomass production processes aim at inducing an intracellular accumulation of
trehalose. However, during a production process, the trehalose must be quantified by off-line analytical methods
after sample taking because it is a cytoplasmic compound. Thus, knowing experimental measurements of yeast
trehalose content is always delayed. As a result, not oportune actions can be implemented in order to lead the
production process toward a high intracellular trehalose accumulation in the produced biomass. Therefore, an on-
line estimation method to forecast real-time intracellular trehalose content in yeast is developed. It is based on the
main metabolic events involved in trehalose biosynthesis, as well as on a differential neural network algorithm to
estimate trehalose concentration in the cytoplasm.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, trehalose, biomass production, dynamical neural networks, structured
modelling, process identification.
1. Introduccion de CO, en consumo de glucosa). La concentracion
intracelular de trehalosa es un indicador fisiologico

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un insumo tanto de la viabilidad de la levadura (Slaughter y

principal en procesos como la produccion de pan y
de bebidas alcoholicas. La calidad final de estos
alimentos depende de la condicion fisiologica, la
composicion bioquimica y el comportamiento
cinético de la levadura usada en sus respectivos
procesos de elaboracion (Aranda-Barradas 'y
Salgado-Manjarrez, 2002). Dos parametros de
calidad de la levadura utilizada como insumo son su
viabilidad y capacidad fermentativa (productividad

Nomura, 1992; Silljé y col., 1999) como de la
capacidad de produccion de CO, (Eturgay y col.,
1997). El contenido de trehalosa en las células define
su estado fisiologico y composicion bioquimica,
determinantes para usos subsecuentes de la levadura
en la industria alimentaria. Por tanto, es importante
inducir la acumulacion de trehalosa en células de S.
cerevisiae durante los procesos de produccion de
biomasa.
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Las condiciones del proceso de produccion
influyen en la reserva de trehalosa dentro de las
células de levadura. Con la implementacion de
limitaciones controladas en el suministro de sustrato
carbonado o nitrogenado, es posible producir
biomasa de levadura de alto contenido intracelular en
trehalosa (Aranda y col., 2004; Parrou y col., 1999;
Eturgay y col., 1997). La acumulacién de trehalosa
se cuantifica mediante la toma de muestra y el
analisis quimico ulterior, lo cual significa que la
determinacion cuantitativa de la concentracion de
trehalosa en citoplasma siempre estd desfasada del
proceso de produccion de biomasa por lote
alimentado. En tal caso, no es posible controlar el
suministro de sustrato bajo un esquema de induccion
de la biosintesis intensificada de trehalosa en la
levadura producida. Por tanto, se requiere de una
estrategia metodologica para estimar el contenido
intracelular de trehalosa en tiempo real del proceso
de produccion de la biomasa.

El planteamiento de una estrategia para la
estimacion de la concentracion intracelular de
trehalosa incluye dos elementos. Por un lado, la
modelacion estructurada (ME) de los eventos
metabodlicos  principales  involucrados en la
biosintesis de la trehalosa en S. cerevisiae (Aranda y
col., 2004). Por otro lado, la estimacion de la
trehalosa como variable intracelular no cuantificada
mediante un observador basado en redes neuronales
dinamicas (Cabrera y col., 2002).

El uso de un modelo estructurado, aunque se
basa en principios fisico-quimico-biologicos (las
rutas de biosintesis de la trehalosa), requiere de la
identificacion precisa de parametros cinéticos, lo
cual es dificil de obtener en la practica. La
prediccion basada en un neuro-observador dinamico
(NOD) genera valores aproximados de la cantidad de
trehalosa acumulada en las células de levadura, pero
la interpretacion de tales estimaciones es limitada en
tanto que excluye los fenomenos fisicos subyacentes
a la biosintesis del disacarido trehalosa. Sin embargo,
la sintesis de ambas metodologias (la modelacion
estructurada y la estimacion por un neuro-observador
dinamico) permite obtener predicciones
suficientemente aproximadas, en tiempo real, de la
trehalosa intracelular acumulada en el proceso de
produccion de S. cerevisiae.

2. Fundamentos tedricos de la estimacion de
trehalosa en citoplasma.

2.1 Estimacién de la trehalosa intracelular en
Saccharomyces  cerevisiae  por  modelacion
estructurada (ME).

La trehalosa se sintetiza en citoplasma por
condensacion de una molécula de glucosa-6-fosfato
(G-6-P) con el radical glucosil proveniente de uridil-
difosfo-glucosa (UDPQG), en una reaccidén catalizada
por la enzima trehalosa sintasa (TS). Se puede
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producir la ulterior hidrdlisis de la trehalosa por la
accion de la enzima trehalasa (TH).
G -6—-P+UDPG — Trehalosa — 2 Glucosa (1)

La carencia prolongada de sustrato carbonado
o nitrogenado durante el proceso de produccion
modifica la  concentracion intracelular  de
monofosfato de adenosina ciclico (cAMP), y este
compuesto determina tanto la sintesis como la
actividad enzimatica de TS y TH (Thevelein y
Beullens, 1985; Parrou y col., 1997), afectando
directamente la acumulacion de la trehalosa. Asi, la
variacion del contenido intracelular de trehalosa
respecto al tiempo de proceso se puede modelar a
través del consumo de sustrato limitante, del cAMP
citoplasmico y de las actividades enzimaticas TS y
TH, en un proceso de produccion de biomasa por
lote alimentado. Se definen entonces tres variables o
estados abidticos del medio liquido de produccion
(las concentraciones celular X y del sustrato S en el
medio, y el volumen Vv del medio en el biorreactor), y
cuatro componentes o estados bidticos principales de
la célula (concentraciones citoplasmicas de trehalosa
Wr e Y CAMP, y actividades enzimaticas Ers y Ery).
La evolucion de los estados bidticos y abidticos del
proceso de produccion de biomasa se representa
mediante las ecuaciones de la Tabla 1.

Este sistema de ecuaciones diferenciales,
acoplado a las ecuaciones cinéticas y resuelto tanto
con los parametros cinéticos identificados (Tabla 2)
como con las condiciones iniciales especificas del
proceso de produccion (Tabla 3), permite una
estimacion del contenido intracelular de trehalosa
(Wt me) en curso de la produccion de biomasa, basada
en los fendmenos metabdlicos centrales para la
biosintesis del disacarido.

2.2. Estimacion de la concentracion citoplasmica de
trehalosa en Saccharomyces cerevisiae mediante un
neuro-observador dinamico (NOD).

Las redes neuronales permiten una adecuada
estimacion de procesos no lineales, como la
produccion de biomasa de levadura enriquecida en
trehalosa, atn sin incorporar sus fundamentos
bioquimicos. En particular, las redes neuronales
dinamicas (RND) evitan la busqueda de Optimos
globales mejorando la estimacion de los estados
(Pozniak y col., 2001). Una técnica denominada
aproximacion de estructura variable (AEV), ofrece
estimaciones precisas en sistemas transitorios y
aceptable estabilidad global con control del error
local. Los procedimientos de calculo con la
aproximacion de estructura variable usualmente
explotan las funciones tipo signo (SIGN), que
incorporadas en RND permiten el disefio de un
neuro-observador dindmico (NOD), aplicable a la
estimacion de estados intracelulares altamente no
lineales (Slotine, 1984), tales como el contenido
citoplasmico de trehalosa. E1 NOD propuesto se basa
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Tabla 1. Ecuaciones del modelo estructurado (ME).

Ecuacion

Significado fisico

Tabla 2. Parametros cinéticos del modelo

estructurado (Aranda y col., 2004).

Estados abidticos

& _(,_5)
dt ﬂv

Acumulacién de
biomasa en el medio de
cultivo

Variacion del volumen

Valor numérico

dv .
i f, de medio en el
t biorreactor

Estados bioticos

awr e e — W Variacién intracelular

dt st ~Qur =#%  4e trehalosa

dE Variacion intracelular
T_qES —Ops — 4Eqg de TS

dE Variacién intracelular

d_;H =0y —Opn — HEq,

de TH

d(cAMP) Variacién intracelular
da Gs — H(CAMP) de cAMP
Ecuaciones cinéticas
_ Velocidad especifica
qs . SU d
VX e consumo de sustrato
Velocidad especifica
=Y
# =50, de crecimiento
O =k.E Velocidad intrinseca de
ST ST sintesis de trehalosa
E. = L Concentracion de la
® Ky [CAMPT +1 fraccién activa de TS
G =k, E Velocidad intrinseca de
HT = "HTH hidrdlisis de trehalosa
_ |(qu[ETH I[cAMP] Concentracion de la
" Kga[CAMP]+1 fraccién activa de TH
k[Gre ] Velocidad especifica
Oes =Kespt + m intrinseca de
oS produccién de TS
k,[Gry ] Velocidad especifica
Oepy = Keq e+ m intrinseca de
eqH produccién de TH
Concentracion
R =K.z [APOR][CAMP] intracelular de proteina
represora

Velocidad especifica

Parametro Sustrato limitante Sustrato limitante
Carbono Nitrégeno

f,=f,(t) 0.11e % 0.113e"™™

Yy 0.43 £0.04 0.34 +£0.03

Sy 45.1+2.25 43.1+2.15

Ks 1.4328 +0.262 (gr/grsh)

Ky 0.5198 + 0.158 (gr/grrh)

Kes 0.0156 +0.0034 (grs/gx)

Kegs 210° (Lee y Bailey, 1984a; 1984b)

Keqt 210° (Lee y Bailey, 1984a; 1984b)

Kear 0.1269 +0.0127 (M)

Ka 0.0023 +0.00014

Keqi 0.01 10 (Lee y Bailey, 1984a; 1984b)

Kean 11.9483 £2.309 (M gy/gs)

k1 3.0650 £ 0.240 (grs/gx)

ko 2.8327 +0.194 (gru/gy)

Kps 0.09 (Lee y Bailey, 1984a; 1984b)

Ken 0.07 (Lee y Bailey, 1984a; 1984b)

Gru 4107 (Lee y Bailey, 1984a; 1984b)

Grs 410° (Lee y Bailey, 1984a; 1984b)

ApoR 2 10® (Lee y Bailey, 1984a; 1984b)

en el conjunto de ecuaciones (2) expresadas como
sigue:

d'\ o A A
d_);f: A% +W,o (%) +W,0(R )7 (u,)

+K1(yt—§/[)+KZS|GN(y[—9I) (2)

¥ =Cx,
donde & ; (i = 1,..,4) son elementos del vector NOD
que representa al estimador de los estados abidticos

(X es la variacion de X en el proceso, X, es la
variacion de S, X;; es el volumen de trabajo V) y la

estimacion ()A(M) del contenido de trehalosa

intracelular Wryop como estado bidtico no medido.
Elvector §,; (i = 1,..,4) incluye estimaciones de las i

salidas de RND correspondientes a los estados
abidticos medidos Y;j, siendo y;; = 0, i, la medicion
instantdnea de s, Y3 el valor actual de v en el reactor,
y Yia = 0. Las matrices A, K; y K, se obtienen

Qs = K0, Lntrigsl\e/;:; de sintesis mediante el algoritmo de entrenamiento especifico
A - para el NOD (Tabla 4) (Pozniak y col., 2001), donde
Velocidad especifica . . . .
_ . K; es una matriz de términos correctivos lineales
Ops = Kpg Eqs intrinseca de ionales basad 1 e =v..— ¥ (i
protedlisis de TS proporcionales basados en el error e(t) = yi;i— ¥, ; (tipo
Velocidad especifica Luenberger) y K, es la matriz correctora de la
Upny = Koy Eqy intrinseca de funcion signo:
protedlisis de TH SIGN (v) =(sign(V,),....sign(v,)) (3)
Tabla 3. Condiciones iniciales del modelo estructurado.
Sustrato Condiciones iniciales
limitante X (gy/L) v (L) Wr (g1/8x) Ers (grs/g0)  Ern(grw/gn) A (uM)
Carbono 2.115 6.0 0.0232 10 0 5.0
Nitrogeno 2.11 6.0 0.0237 10 0 5.0
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con,
1 siz>0

-1 siz<0 4
no definido siz=0

sign(z) =

Tabla 4. Matrices del neuro-observador dinamico

(NOD).

Sustrato limitante

Matriz Carbono y Nitrégeno
-102 0 0 0
0 -8 0 0
A
0 0 -—1682 0
0 0 0 -923
K, [1 1 100 1] x0.01
K, diag[0 0.0313 0.0154 0]

Las funciones o(*) y ¢(*) son sigmoidales estandar,
}/(Ut)es la funcién de control aplicada al NOD y

C =diag [O 11 0] . La matrices de ponderacion

W; (i = 1,2) se ajustan en linea mediante una ley de
aprendizaje diferencial especifica (Pozniak y col.,
2001). Luego de un proceso de entrenamiento de la
RND, el observador (NOD) acoplado a ella genera
estimaciones en tiempo real del estado bidtico no

medido ()A(' 4) , es decir, del contenido intracelular de

trehalosa en la levadura S. cerevisiae producida.

2.3. Calculo del valor experimental esperado de
trehalosa intracelular en Saccharomyces cerevisiae.

Las estimaciones del contenido intracelular de
trehalosa obtenidas por modelacion estructurada
(Wrme) y mediante el neuro-observador dinamico
(Wrnop) son utilizadas para generar un valor
esperado de concentracion de trehalosa citoplasmica
en S. cerevisiae.

Las estimaciones de la trehalosa citoplasmica
calculadas mediante ME (wrye) se modifican en
cada tiempo j del proceso con las correspondientes
estimaciones del NOD (wrnop). La prediccion
(Wrpreq, j) del contenido intracelular de trehalosa en
tiempo real durante el proceso de produccion de
biomasa se obtiene entonces como la esperanza
matematica dada por el céalculo de ME y la
estimacion de NOD:

W pred, § = E(WT exp, i ) = {WT, ME p<WT, ME )}J )

+{WT, NOD p(WT, NOD )}]

donde el indice j indica el valor instantaneo. Se hace
la consideracion de que los eventos son
equiprobables, p(Wrme) = P(Wrnop) = 0.5. La Fig. 1
muestra el diagrama de bloques correspondiente al
calculo del valor experimental esperado para la
concentracion de trehalosa intracelular.
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Fig. 1. Diagrama a bloques de la secuencia de
calculos para estimacion de la concentracion de
trehalosa intracelular a partir de los valores
calculados mediante el modelo estructurado (ME) y
el neuro-observador dinamico (NOD).

3. Metodologia experimental.

La produccion de biomasa se implemento en cultivos
por lote alimentado de 16 h de duracion en un
biorreactor de 15 L, manteniendo una condicion de
limitacion de sustrato carbonado o nitrogenado en las
4 horas finales de cada cultivo. Una serie de cultivos
preliminares permitié el célculo de los pardmetros
cinéticos del modelo estructurado y el entrenamiento
del NOD. A partir de esto, se efectud la prediccion
de la concentracion intracelular de trehalosa en la
biomasa producida en otros procesos experimentales
combinando las estimaciones generadas por el ME y
por el NOD.

3.1. Microorganismo.

La cepa Saccharomyces cerevisiae utilizada en todos
los experimentos se aisl0 mediante diluciones
consecutivas (hasta 10*?) a partir de producto en
barra de una marca comercial, hasta obtener una cepa
de alta probabilidad monoclonal. La conservacion
consisti6 en resiembras periddicas en tubos
inclinados con medio agar (20 g/L), glucosa (20 g/L)
y extracto de levadura (10 g/L).

3.2. Medio de cultivo.

Todos los experimentos de produccion en lote
alimentado se efectuaron en un medio de cultivo
cuya composicion fue (g/L): glucosa 50, KH,PO, 7,
CaCly2H,0 0.25, NaCl 0.5, MgCl,-6H,0; con
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adicion de solucion de minerales (10 mL/L), y
solucion vitaminas (10 mL/L). La solucion de
minerales contiene (mg): FeSO,7H,O0 278,
ZnSO47H,O 288, CuSO,5H,O 7.5, Na,MoO,2
H,0 25, MnSO4-H,0 169 y H,SO, unas gotas (para
disolver el sulfato de fierro) por cada 500 mL. La
solucion de vitaminas se prepard con (mg): biotina
1.5, pantotenato de calcio 20, inositol 125,
piridoxina-HCl1 25 y tiamina 50 por cada 500 mL
(Aranday col., 2004; Zhang y Greasham, 1999).

3.3. Produccién de biomasa.

Un biorreactor de 15 L (Applikon Z81315 M607) se
utilizé para producir la biomasa en lote alimentado.
Las condiciones de cultivo en el proceso fueron:
temperatura 30 °C, pH 5.0, flujo de aire 450 L/h,
control de O, disuelto en el medio liquido 10 % del
valor de saturacion (0.8 mgp,/L). El pH del cultivo
fue controlado con una solucién al 20 % de amonio,
que el mismo tiempo era el suministro de sustrato
nitrogenado. El sustrato carbonado (glucosa) se
adiciond continuamente al biorreactor manteniendo
su concentracion cercana a cero (g/L) en el medio de
cultivo, la cual fue medida directamente durante el
proceso. De acuerdo con evidencia experimental
reportada, la intensificacion de la biosintesis de
trehalosa se indujo en la fase final del proceso de
produccion de biomasa mediante una limitacion de la
adicion de carbono o de nitrogeno al cultivo (Eturgay
y col., 1997; Parrou y col., 1999; Aranda y col.,
2004). Para los experimentos con limitacion de
fuente de carbono, el flujo de alimentacion fue
sustituido por una solucion sin glucosa. En los
cultivos con limitacion por nitrogeno, la solucion
para control de pH fue sustituida por una solucion de
NaOH 2 N.

3.4. Métodos analiticos.

Trehalosa. Muestras de 20 mg de biomasa producida
y deshidratada por calor seco se utilizaron para
extraccion de la trehalosa intracelular con 3 mL de
acido tricloroacético 0.05 M y en agitacion continua
durante 40 min. Posteriormente, la trehalosa fue
medida con el método de la antrona (Slaughter y
Nomura, 1992), consistente en una determinacion
colorimétrica basada en la reaccion entre la trehalosa
y la antrona que produce una especie colorida cuya
formacion es proporcional a la cantidad de trehalosa
en la muestra. La absorbancia de la muestra colorida
permite entonces la cuantificacion de la trehalosa.
Biomasa. El crecimiento de la levadura fue
determinado por medicion de la densidad optica de
cada cultivo a 620 nm (espectrofotometro Hitachi U-
2000). La cantidad de biomasa se calcul6 a partir de
una correlacion lineal previamente establecida entre
densidad optica y concentracion de biomasa.
Glucosa. La concentracion de glucosa en el
biorreactor se determiné mediante el método de la

glucosa oxidasa en un analizador automatico (YSI
2700 Select).

3.5. Célculo de la concentracion citoplasmica de
trehalosa.

A partir de mediciones de la concentracion del
sustrato en el medio de cultivo y del volumen
instantaneo de medio en el biorreactor, es posible
aplicar tanto la modelacion estructurada (ME) como
el neuro-observador dindmico (NOD) en la
estimacion del valor experimental esperado de
trehalosa en la levadura. El equipo de computo
utilizado es wuna computadora personal con
procesador Pentium IV® y frecuencia 1.8 G Hz,
donde se desarrolld el algoritmo descrito
previamente (Fig. 1), codificado en MATLAB®. El
tiempo de ejecucion promedio para cada simulacion
fue de alrededor de 5 minutos (conjuntos de 14
puntos de datos experimentales), aunque los célculos
en tiempo real con el algoritmo entrenado (NOD) y
los parametros cinéticos estimados (ME) se reducen
a centésimas de segundo con el equipo de computo
mencionado.

4. Resultados y discusion

4.1. Concentracion intracelular experimental de
trehalosa.

En cultivos por lote alimentado con una fase de
induccion final para acumulacién de trehalosa
citopldsmica, se observa un incremento en las
mediciones experimentales del disacarido (Fig. 2).

16

s
17
.‘|
|

12 }
10

6 %
4 o I

% T :Fasede
induccién

I de sintesis
| de trehalosa
T T

wrexp X 100 (9/g)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (h)

Fig. 2. Determinaciones experimentales del
contenido intracelular de trehalosa (Wr ep) en
procesos de produccion de S. cerevisiae. Cultivos
con limitacion de C (e) o de N (o) en fase de
induccion de la biosintesis intensificada de trehalosa.
Las lineas punteadas muestran los limites de
confianza del modelo estructurado (ME).

La concentracion inicial de trehalosa en las
células fue de 0.025 — 0.035 gr/gx. La condicion
s~0 sostenida experimentalmente durante el
proceso permite una acumulaciéon paulatina y
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sostenida del disacarido, hasta la fase final de
induccion en donde se alcanzan incrementos de hasta
0.13 gr/gx, correspondientes al 13 % de la biomasa
seca producida. Este nivel de trehalosa se considera
como un indicador adecuado de la calidad de la
levadura (Slaughter y Nomura, 1992). Sin embargo,
para lograr que las células acumulen esas cantidades
de trehalosa en citoplasma, se requiere mantener un
esquema de adicion de sustrato tal que limite el
crecimiento de la biomasa sin detenerlo
completamente. En estas condiciones, se favorece en
principio la biosintesis intensificada del dimero
(Parrou, 1999; Aranda y col., 2004), pero se requiere
alguna verificacion de la cantidad de trehalosa en las
células durante el proceso de produccion de biomasa.
La determinacion experimental del disacarido en
citoplasma es relativamente lenta, lo que impide una
retroalimentacion adecuada para establecer los
esquemas de suministro del sustrato. Por tanto, se
hace necesaria la prediccion en tiempo real de la
concentracion intracelular de trehalosa.

4.2. Prediccion del contenido citoplasmico de
trehalosa.

En la prediccion del comportamiento de un sistema
se busca fundamentar los célculos en modelos
matematicos basados en principios fisicos. Sin
embargo, con sistemas bioldgicos no lineales se
presentan dificultades que impiden predicciones
suficientemente precisas, tales como la estimacion
numérica de los parametros cinéticos del modelo
estructurado (ME). Aunque los intervalos de
confianza de los parametros son reducidos, los
errores se propagan en el tiempo del proceso; y hacia
la fase de induccion de la trehalosa se producen
estimaciones muy imprecisas (Fig. 2).

El neuro-observador dinamico (NOD) genera
valores estimados de la trehalosa intracelular muy
cercanos a los datos experimentales. No obstante,
tales valores estimados no pueden ser utilizados en el
proceso de produccion de biomasa porque los
algoritmos de calculo aplicados por el NOD no
utilizan en forma directa la estructura metabolica de
S. cerevisiae en la estimacion. A pesar de esto, las
estimaciones por NOD son vélidas si son corregidas
por las estimaciones de la ME fundadas en el
metabolismo de biosintesis de la trehalosa. La
prediccion basada en las estimaciones de una red
neuronal dindmica, y corregida por las rutas
bioquimicas y controles metabolicos de la biosintesis
citoplasmica de trehalosa, constituye una estrategia
suficientemente precisa y aplicable en procesos de
produccion de biomasa enriquecida en el disacarido
(Fig. 3y 4).

En el instante en que se calculan por ME los
valores puntuales de Wrye en el proceso, el dato
experimental es desconocido. Notese que los
cadlculos basados en ME no  predicen
convenientemente los valores de concentracion
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intracelular de trehalosa en tiempo real (Fig. 2). Sin
embargo, la compensacion introducida por NOD
incrementa la precision y al mismo tiempo la
verosimilitud de la prediccion. El error relativo
promedio de la prediccion se reduce entre 2.5 y 3.9%
por la correccion de NOD aplicada a la estimacion
por ME.
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i
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0 2 4 6 8 10 12 14 16
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Fig. 3. Prediccion del contenido de trehalosa
intracelular (Wr preq, linea gruesa) en un proceso de
produccion de biomasa (S. cerevisiae) limitado por
carbono. La linea delgada es el céalculo basado en
modelacion estructurada (Wr, mg) y los marcadores
(o) son datos experimentales del proceso (Wr exp)-

16
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Fig. 4. Prediccion del contenido de trehalosa
intracelular (Wr preq, linea gruesa) en un proceso de
produccién de biomasa (S. cerevisiae) limitado por
nitrogeno. La linea delgada es el calculo basado en
modelacion estructurada (Wr, mg) y los marcadores
(o) son datos experimentales del proceso (Wr exp).

Conclusiones

Para la produccion de biomasa de levadura con
estandares de calidad elevados, es necesario un
seguimiento continuo de la fraccion intracelular de
trehalosa en curso del proceso. Los resultados de la
estimacion de la trehalosa citopldsmica en la
levadura obtenidos mediante la combinacion de un
modelo de la dinamica del metabolismo celular, con
el sistema de neuro-observador basado en la técnica
de redes neuronales diferenciales, muestran que la
trayectoria predicha es cercana a la producida en una
serie de experimentos, donde el contenido de
trechalosa en las células fue determinado
experimentalmente y la induccion de su biosintesis
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se produjo en condiciones controladas. El coeficiente
de variacion promedio de las estimaciones es de tan
solo 3.7 %. Estos resultados permiten afirmar la
factibilidad de sistemas predictores en los cuales la
compensacion a los errores producidos por el
proceso de observacion de la red neuronal sea
corregido por un modelo bioquimico basico. Por un
lado, la finalidad del modelo basico es la de
incorporar las caracteristicas del metabolismo en la
dinamica del proceso, sin que sean consideradas en
forma completa por la red neuronal. Por otro lado, el
neuro-observador dinamico aporta mayor precision a
las estimaciones basadas en el modelo fisico. De esta
forma, la combinacion de estos métodos establece las
bases para el desarrollo de sensores de tipo virtual,
cuya funcion consista en estimar la evolucion de una
variable que fisicamente no es medida en el proceso,
tal como el contenido intracelular de trehalosa en la
produccion de biomasa de la levadura
Saccharomyces cerevisiae.
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Nomenclatura

A matriz de estimacion de estados X,

AR concentracion citoplasmica de co-represor, M

AEV aproximacion de estructura variable en redes
neuronales dindmicas

ApoR concentracion citoplasmica de aporepresor, M

C matriz de salidas ¥,

cAMP, cAMP monofosfato de adenosina ciclico y su
concentracion molar, M

E() esperanza matematica del evento (*).

Ey concentracion de la fraccion activa de TH,
2TH/Ex

Es concentracion de la fraccion activa de TS,
2rs/8x

Ers  fraccion masica intracelular de la trehalosa
sintasa, grs/gx

Ery  fraccion masica intracelular de la trehalasa,
2TH/8x

ey concentracion de la fraccion inactiva de TH,
grr/gx

€ concentracion de la fraccion inactiva de TS,
gTS/ Ex

f, flujo de alimentacion de medio al biorreactor,
L/h

Gy concentracion del gene no reprimido para la
sintesis de TH, M
GuR concentracion del gene reprimido para la
sintesis de TH, M
Gs  concentracion del gene no reprimido para la
sintesis de TS, M
GuS concentracion del gene reprimido para la
sintesis de TS, M
G-6-P glucosa-6-fosfato
K matriz correctiva lineal proporcional del
entrenamiento de la RND
K, matriz correctora de la funcién SIGN en el
entrenamiento de la RND
Ka constante de produccion de cAMP, M g,/g,
Ken  constante de reaccién para la produccion
constitutiva de TH, gru/gx
Kes  constante de reaccion para la produccion
constitutiva de TS, grs/gx
Keqa  constante de equilibrio para la reaccion
(9] + CAMP «— EH, I\/171
Kegi constante de equilibrio para la reaccion
Gy +R < GyR, M
Keq  constante de equilibrio para la reaccion
Es+2 CAMP < g5, M~
ke constante de equilibrio para la reaccion
ApoR + AR & R, M™
Kegs constante de equilibrio para la reaccion
Gs +R e GsR, 1\/[71
Ky constante de reaccion para la hidrolisis de
trehalosa, gr/gryh
ke  constante de reaccion para la protedlisis de

TH,h'

kes  constante de reaccion para la protedlisis de
TS, h!

Ks constante de reaccion para la sintesis de
trehalosa, gr/grsh

ki constante de reaccion para la produccion
inducible de TS, grs/gx

ky constante de reaccion para la produccion

inducible de TH, gru/g«

ME  modelacion estructurada de la acumulacion de
trehalosa intracelular

NOD neuro-observador ~ dindmico  para la
acumulacion de trehalosa intracelular

p(-) probabilidad del evento ()

Ja velocidad especifica intrinseca de sintesis de
cAMP, M/h

OJes velocidad especifica intrinseca de produccion
de TS, gTS/gxh

OJen  velocidad especifica intrinseca de produccion
de TH, gTH/th

gur  velocidad especifica intrinseca de hidrolisis
de trehalosa, gr/gsh

Ops  velocidad especifica intrinseca de proteolisis
de TS, grs/gsh

Opn  velocidad especifica intrinseca de proteolisis
de TH, gru/gsh

gst  velocidad especifica intrinseca de sintesis de
trehalosa, gr/gsh
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s velocidad especifica de consumo de sustrato,
gs/gh
R concentracion  intracelular de  proteina

represora R, M
RND redes neuronales dindmicas
SIGN funcion definida por la Ec. (3)
sign  funcion definida por la Ec. (4)

S concentracion de sustrato en el medio de
cultivo del biorreactor, g¢/L

So concentracion de sustrato en la alimentacion
fi, g/L

TH  enzima trehalasa

TS enzima trehalosa sintasa

t tiempo, h

Ug funcién de entrada a la NOD

UDPG uridil-difosfo-glucosa

v volumen del medio de cultivo en el
biorreactor, L

W, Wymatrices de ponderacion del NOD (Ec. (19))

Wwr ve fraccion intracelular de trehalosa calculada
por ME, gr/gx

Wr, nop fraccion intracelular de trehalosa estimada por
NOD > gT/ 8x

Wrep fraccion intracelular  experimental — de
trehalosa, gr/gy

Wrpreg prediccion de la fraccion intracelular de
trehalosa, gr/gx

X concentracion de biomasa en el medio de
cultivo del biorreactor, g,/L

X estimador NOD

Yy rendimiento de biomasa en base a sustrato,
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¥, salidas de RND para los estados abidticos
medidos

Simbolos griegos

@ () funcién sigmoidal estandar

y(-) funcion de control aplicada al NOD

U velocidad especifica de crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae, h™*

o(-) funcién sigmoidal estandar
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