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Glosario

AprAB: complejo enzimatico de la adenosina-5"-fosfosulfato (APS) reductasa.

APS reductasa: La enzima adenosil fosfosulfato reductasa es crucial en la via respiratoria, trabaja

en conjunto al complejo proteico de membrana Qmo para reducir el APS a sulfito.

Asimilatoria: proceso metabolico en microorganismos y plantas donde compuestos inorganicos se

reducen para incorporarse en moléculas esenciales, como proteinas y acidos nucleicos.
BSR: Bacterias sulfato-reductoras.

Corner plot: es una visualizacion de datos utilizada para mostrar las relaciones, distribuciones y

correlaciones entre multiples variables de un conjunto de datos multifuncional.

Desasimilatoria: proceso metabdlico anaerobio donde microorganismos utilizan compuestos
inorganicos como aceptores finales de electrones en lugar de oxigeno, convirtiéndolos en

productos reducidos sin incorporarlos a su biomasa.

Dsr: (generalmente conocido como DsrMKJOP) es un complejo multiproteico integral de
membrana fundamental en el metabolismo disimilatorio del azufre, presente tanto en bacterias
reductoras de sulfato como en bacterias reductoras de azufre. Actia como un modulo de transporte
de electrones, conectando los procesos redox citoplasmaticos con la cadena respiratoria en la

membrana.
EDOs: Ecuaciones diferenciales ordinarias.

FLOSS: es el acrénimo de Free/Libre Open Source Software (Software Libre y de Cddigo
Abierto).

Ldh: enzima citoplasmatica soluble, en ciertos contextos metabolicos y bacterianos, existen formas

de Ldh asociadas a membranas.

Machine-learning: (aprendizaje automatico) es una rama de la inteligencia artificial que permite a
los sistemas aprender de los datos, identificar patrones y toma de decisiones autonomas sin ser

programados explicitamente.

Metabolismo de desbordamiento: (overflow metabolism) se prioriza un crecimiento rapido sobre

la eficiencia energética.
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MQ: Menaquinona, es la forma oxidada de la quinona (aceptor de electrones).
MQH,: Menaquinol, es la forma reducida de la quinona (donador de electrones).

MSE: Mean Squared Error, traducido al espafiol como Error Cuadratico Medio, es una métrica

utilizada en Machine-learning para evaluar la precision de un modelo de regresion o estimador.
PCA: Analisis de componentes principales.

PFOR: significa Piruvato:Ferredoxina Oxidorreductasa, cataliza la conversion de piruvato en

acetil-CoA y CO,.
Pool de quinonas: es el nodo central y movil de transporte de electrones en una membrana.

pyFOOMB: Python Framework for Object-Oriented Modeling of Bioprocesses (Marco de trabajo

de Python para el modelado orientados a objetos de bioprocesos).

Qmo: (Quinone-interacting membrane-bound oxidoreductase) es un sistema proteico fundamental
en bacterias sulfato reductoras encargado de acoplar la oxidacion de menaquinol en la membrana

citoplasmatica en la reduccion de sulfato.

Qrc: (complejo quinona-reductasa, codificado por el operon qrcABCD) complejo proteica
transmembrana esencial presente en ciertas bacterias sulfato reductoras. Actia como un

componente clave en la cadena respiratoria anaerobia.

rhs: Right-Hand Side (lado derecho de las ecuaciones diferenciales). Es un término estandar en
modelado matematico y sistemas dindmicos. Define como cambian las variables de estado con
respecto al tiempo. Es un operador general que define el campo vectorial de un sistema de

ecuaciones diferenciales ordinarias (EDO).

Trade-offs: situacion en la que se debe elegir entre dos objetivos en conflicto, sacrificando parte

de uno para obtener mas de otro.
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Resumen
Las bacterias sulfato reductoras del género Oleidesulfovibrio poseen un gran potencial
biotecnoldgico para la biorremediacion de metales pesados, sin embargo, la comprension
cuantitativa de su metabolismo requiere enfoques integrados que combinen el modelado
matematico, datos cinéticos e informacidén metabdlica detallada. En este trabajo se desarrollo e
implementd un modelo cinético estructurado para describir el crecimiento de Oleidesulfovibrio
alaskensis, integrando las rutas metabdlicas de oxidacion de lactato y reduccion desasimilatoria
del sulfato. Ademas, a partir de datos experimentales reportados en la literatura y mediante la
reconstruccion de la ruta metabdlica utilizando bases bioinformaticas (KEGG, UniProt,
BRENDA), se formularon modelos basados en ecuaciones diferenciales ordinarias (EDOs) que
fueron implementados en el entorno Python mediante Jupyter Notebook utilizando el paquete
pyFOOMB. Se desarrollaron dos aproximaciones: un modelo no estructurado de seis variables de
estado (sulfato, sulfuro, lactato, acetato, biomasa y CO,) y un modelo estructurado que incorpord
metabolitos intermediarios (APS, sulfito, piruvato, acetil-CoA, acetilfosfato) con sus respectivas
cinéticas enzimaticas. Mediante analisis de sensibilidad paramétrica, estimacion de Monte Carlo
y técnicas de aprendizaje automatico, se identificaron los parametros de mayor influencia en la
dinamica del sistema. Los resultados mostraron que parametros asociados a la inhibicidon por
producto (S7 / H,S), la tasa maxima de crecimiento (umax) y los rendimientos (Y, YP) ejercen el
mayor control sobre las variables del sistema, con coeficiente de determinacion superiores a 0.88
para la prediccion de sulfuro. El andlisis de correlaciones revelo acoplamientos metabdlicos
significativos, como la fuerte correlacion positiva entre los rendimientos de sustrato y producto
(p=0.971) y las correlaciones negativas entre la velocidad de crecimiento y eficiencia de
conversion (p=-0.801). El modelo estructurado redujo adecuadamente las dindmicas esperadas (R?
entre 0.80 y 0.99) y permitio6 identificar tres limitaciones metabodlicas principales: inhibicion por
acumulacion de sulfuro, dependencia critica a la disponibilidad de lactato y restricciones en la
conservacion de la energia para O. alaskensis utilizando herramientas de codigo abierto, sentando

bases para futuros estudios de optimizacion de bioprocesos.

Palabras clave: Oleidesulfovibrio alaskensis, modelado cinético estructurado, bacterias sulfato-

reductoras, analisis de sensibilidad, pyFOOMB, ruta metabdlica.
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Abstract
Sulfate-reducing bacteria of the genus Oleidesulfovibrio possess great biotechnological potential
for the bioremediation of heavy metals; however, a quantitative understanding of their metabolism
requires integrated approaches that combine mathematical models with detailed metabolic
information. In this work, a structured kinetic model was developed and implemented to describe
the growth of Oleidesulfovibrio alaskensis 6SR, integrating the metabolic pathways of lactate
oxidation and dissimilatory sulfate reduction. Based on experimental data reported in the literature
and through the reconstruction of the metabolic pathway using bioinformatics databases (KEGG,
UniProt, BRENDA), ordinary differential equation (ODE) models were formulated and
implemented in the Python environment using Jupyter Notebook with the pyFOOMB package.
Two approaches were developed: an unstructured model with six state variables (sulfate, sulfide,
lactate, acetate, biomass, and CO;) and an expanded model incorporating intermediate metabolites
(APS, sulfite, pyruvate, acetyl-CoA, acetylphosphate) with their respective enzyme kinetics.
Parametric sensitivity analysis, Monte Carlo estimation, and machine learning techniques were
used to identify the parameters with the greatest influence on system dynamics. The results showed
that parameters associated with product inhibition (S§7), maximum growth rate (umax), and yields
(Y, YP) exert the greatest control over the system variables, with coefficients of determination
greater than 0.88 for sulfide prediction. Correlation analysis revealed significant metabolic
couplings, such as the strong positive correlation between substrate and product yields (p =0.971)
and the negative correlations between growth rate and conversion efficiency (p = -0.801). The
structured model adequately reduced the expected dynamics (R? between 0.80 and 0.99) and
allowed the identification of three main metabolic constraints: inhibition by sulfide accumulation,
critical dependence on lactate availability, and energy conservation constraints. This work
represents the first structured kinetic modeling approach for O. alaskensis using open-source tools,

laying the groundwork for future bioprocess optimization studies.

Keywords: Oleidesulfovibrio alaskensis, structured kinetic modeling, sulfate-reducing bacteria,

sensitivity analysis, pyFOOMB, metabolic pathway.
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Introduccion
La creciente demanda de soluciones biotecnologicas para la remediacion de ambientes
contaminados ha posicionado a los microorganismos sulfato-reductores como agentes clave en
procesos de biorremediacion de metales pesados. Entre estos, el género Desulfovibrio ha sido
ampliamente estudiado por su capacidad de reducir sulfato a sulfuro, lo que facilita la precipitacion
y remocién de metales en ambientes acuosos (Alvarez-Marquez et al., 2022). La reclasificacion
taxonoémica reciente ha dado lugar al género Oleidesulfovibrio, donde se ubica la especie
Oleidesulfovibrio alaskensis (anteriormente Desulfovibrio alaskensis), una bacteria con la

capacidad para tolerar y remover metales pesados mediante la precipitacion de sulfuros metalicos

(Lopez Pérez, 2013; Sokolova et al., 2021).

El metabolismo de O. alaskensis implica dos rutas centrales interconectadas: la oxidacion
incompleta de lactato a acetato y CO,, y la reduccion desasimilatoria del sulfato a sulfuro de
hidrogeno (Keller et al., 2014), esta ultima es un proceso multienzimatico que requiere la
activacion del sulfato mediante ATP sulfurilasa para formar adenosina-5-fosfosulfato (APS),
seguida de la reduccion a sulfito por la APS reductasa y finalmente a sulfuro por el complejo
DsrMKJOP vy el sulfito reductasa (Pereira et al., 2011; Barbosa et al., 2024). La complejidad en
estas rutas, junto con la presencia de mecanismos de inhibicidon por producto (especialmente por
H,S) y la existencia de multiples complejos transmembrana involucrados en el flujo de electrones
(QmoABC, DsrMKJOP, QrcABCD), hace que el comportamiento dindmico de O. alaskensis en

cultivo sea dificil de predecir inicamente con aproximaciones experimentales (Keller et al., 2014).

En este contexto, el modelado matematico de bioprocesos surge como una herramienta
para describir cuantitativamente el crecimiento microbiano, el consumo de sustratos y la formacion
de productos. Las estructuras cinéticas pueden clasificarse en no estructurados, que consideran la
biomasa como una entidad homogénea (como los son los modelos basados en Monod), y
estructurados, que incorporan informacion de rutas metabdlicas y reacciones enzimaticas
especificas, permitiendo una representacion mas detallada de la fisiologia celular. Adicionalmente,
los modelos pueden ser de “caja negra” (basados en relaciones de entrada-salida) o de “caja

blanca” (fundamentados en mecanismos bioquimicos) (Garibay-Benitez, 2017).

A pesar de los avances de la caracterizacion gendmica y fisioldgica de Oleidesulfovibrio

alaskensis, los trabajos que integran su metabolismo en modelos matematicos dindmicos son muy
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pocos. Los estudios existentes se han centrado principalmente en modelos no estructurados para
describir el crecimiento y la remocion de metales (Lopez-Pérez, 2013), sin explorar en profundidad
la influencia de los intermediarios metabdlicos, y andlisis sistematicos de sensibilidad paramétrica.
Esta limitacion dificulta la comprension de los factores que controlan la dinamica del sistema y la

identificacion de parametros clave para el disefio y optimizacion de bioprocesos.

El desarrollo de herramientas computacionales de codigo abierto (FLOSS) como
pyFOOMB ha democratizado el acceso al modelado dindmico, permitiendo a usuarios de
conocimiento basicos en programacidon implementar, simular y analizar modelos simples y
complejos de manera reproducible (Hemmerich et al., 2021). La combinacion de pyFOOMB con
bibliotecas de analisis de datos (scikit-learn, NumPy, Matplotlib) y entornos como Jupyter
Notebook facilita la integracion de técnicas para la seleccion de parametros y el andlisis de

incertidumbre, abriendo nuevas posibilidades para el estudio de sistemas microbianos.

Por lo tanto, en este estudio desarrollo e implemento un modelo cinético estructurado para
Oleidesulfovibrio alaskensis que integra las rutas metabolicas de oxidacion de lactato y reduccion
de sulfato utilizando herramientas de cddigo abierto. Ademas, utilizando datos experimentales e
informacion de parametros cinéticos obtenidas de bases de datos bioinformaticas como KEGG,
UniProt y BRENDA. Una de las aportaciones es la propuesta de la ruta metabdlica basada
principalmente en el metabolismo extra e intra celular para la formacion de sulfuro de hidrogeno
y la ruta de degradacion de lactato. La propuesta se fundamenta en la informacion de las bases
bioinformaticas, lo que permitié6 formular los balances de materia y energia descritas por
ecuaciones diferenciales ordinarias para cada paso en la ruta metabdlica (cinética) que se
implementan utilizando pyFOOMB en phyton. Mediante andlisis de sensibilidad paramétrica,
estimacion de incertidumbre por Monte Carlo, se identificaron los parametros de mayor influencia
en la dindmica del sistema propuesto. Ademads, se evalud la capacidad predictiva del modelo
mediante un analisis de GL. Los resultados permitieron comprender mejor las limitaciones
metabolicas del género O. alaskensis y sentar las bases para futuras aplicaciones en

biorremediacion y optimizacion de procesos.
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1.1 Desulfovibrio
Neria-Gonzalez (s.f)., mencionaron que el género Desulfovibrio entre las bacterias reductoras de
sulfato, son nutricionalmente similares al crecer en medios de cultivo descritos por Postgate
denominados B, C, D y E, enriquecidos por lactato, CO,, acetato o extracto de levadura como
fuente de carbono. Debido a su metabolismo anaerobio son capaces de utilizar el sulfato como
aceptor final de electrones, esto permite obtener energia a través de la oxidacion de compuestos
organicos, como el hidrogeno o el formiato. Se caracterizan por tener forma de bacilos curvos
(vibro), pero también puede haber en forma de espiroidales y bacilos rectos. Su morfologia esta
sujeta a la etapa de crecimiento del cultivo y los factores ambientales en los que se desarrollan, los
cultivos jovenes presentan formas constantes, pero en cultivos mas viejos o estresados sus formas
son variadas. La mayoria oxidan parcialmente lactato a acetato y otros de manera completa al pasar
del acetato a CO,, usando el H, como fuente de energia. Se consideran hal6filos moderados (25 —
35 °C, limite en 44°C), algunos son termofilicos y se conoce que hay otros capaces de crecer bajo
0°C. Son bien conocidos por albergar en su interior Desulfoviridina-sulfato-reductasa (DSR) y
tetramero de citocromo Cs, caracteristicos del metabolismo sulfato reductor. Pueden recurrir a
otros compuestos sulfurados como aceptor final de e- (como el sulfito o el tiosulfato) reduciéndolos
a H,S, pero en algunos casos pueden llegar a reducir nitratos. El interés biotecnoldgico de este

género radica en su habilidad de reducir uranio (VI), cromo (VI) y hierro (III).

1.1.1 Taxonomia
Oleidesulfovibrio alaskensis pertenece a la familia Desulfovibrionaceae. Dentro de esta familia,
de acuerdo con Sinh, Gnimpieba y Sani (2023), recientemente se ha propuesto la creacion de dos

nuevos géneros: Alkalidesulfovibrio y Desulfovibrionia.

Sin embargo, la clasificacion taxonomica actualizada del NCBI y Raya et al. (2026) la especie

Oleidesulfovibrio alaskensis es:

e Dominio: Bacteria

e Reino: Pseudomonadati

¢ Filo: Thermodesulfobacteriota
e C(Clase: Desulfovibrionia

e Orden: Desulfovibrionales

e Familia: Desulfovibrionaceae


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/taxonomy/3379134/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/taxonomy/200940/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/taxonomy/3031449/
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e Género: Oleidesulfovibrio

1.1.2  Propiedades del microorganismo

Las bacterias del género de Desulfovibrio son anaerobias estrictas gram (-) que pueden ser
encontradas en el suelo, el agua e inclusive en el tracto intestinal animal o humano. Hoy en dia se
conoce que tienen forma de bacilos curvos (también es denominada forma de vibrio), pero también
se han encontrado bacilos rectos e incluso espiroidales. Estos microorganismos pueden moverse
gracias a que cuentan con flagelos polares. La forma de esta especie varia de acuerdo a la edad del
mismo, entre mas longevos son los cultivos, mas células polimorficas alberga, aunque otra causa
del polimorfismo es el estrés. Entre las formas que podemos encontrar son sigmoideo, bacilos
alargados y curvos, bacilos regordetes o cocoides. Los cultivos se alimentan a partir de lactato,
piruvato o CO,-hidrogeno, necesitan de un agente reductor y dependiendo la especie requieren de

vitaminas (Neria-Gonzélez, s.f.).

O. alaskensis es reconocida por su alta resistencia metélica al tener mecanismos que le
permiten abatir iones metélicos en la remocion y recuperacion de metales pesados de ambientes
contaminados, pueden crecer Optimamente en medios con 30% de NaCl, un pH de 7, a temperatura
de 45°C mientras producen EPS, este contiene ramnosa, galactosa, glucosa y arabinosa, asi mismo,
posee propiedades quelantes facilita la absorcion de metales pesados. Su biofilm es lo que les
permite protegerse del estrés ambiental y sustancias toxicas de sus alrededores. Se ha reportado
que O. alaskensis es capaz de tolerar 18 mg/L de Cr*®, 200 mg/L de Cd*2, 130 mg/L de Zn*?y 200
mg/L de Pb*2, adquiridos de ambientes acuosos desde un 78% hasta 98% en forma de sulfuros
metalicos, a través de la adsorcion en la produccion del EPS y en la acumulacion metalica en
espacios periplasmaticos de la bacteria. Por ello, los mecanismos de remocion de metales pesados
se relacionan a la produccion de H,S obtenida de la respiracion anaerobia y la resistencia al cromo

por parte de la bacteria, puede relacionarse a la ausencia de la enzima cromo-reductasa.

1.1.3 Ruta metabdlica Desulfovibrio

De acuerdo con Keller et al., (2014), es comun que el género de Desulfovibrio utilicen como
donantes de electrones a sustratos de acidos organicos, H,, alcoholes de cadena corta o formiato
para la reduccion del sulfato, este es un proceso que se lleva a cabo en el citoplasma y es mediado
por enzimas solubles. Se conoce que cuando se usa H, como flujo de electrones debe de haber una

presion ambiental de 10 Pa; que la primera reduccion de sulfato a sulfito se activa con dos
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equivalentes de ATP por accion de la adeniltransferasa, posteriormente se produce APS o también
llamada adenosina fosfosulfato aumentando el potencial redox que garantiza la reduccién por
electrones de hidrogeno, asi el APS puede ser reducido por la accion de APS reductasa para obtener
sulfito y AMP (adenosinmonofosfato). Por ultimo, se da la reduccion de seis electrones de sulfito
a sulfuro por la accion del sulfito reductasa desasimilatoria, esta tltima se encuentra aparentemente

ligada al flujo de transporte de electrones.

Keller et al., (2014) confirma que las cepas de Desulfovibrio oxidan de manera incompleta
sustratos como el piruvato y el lactato. La enzima utilizada para este fin es el lactato
deshidrogenasa independiente del nucledtido de pirimidina ligada a la membrana que mira al
citoplasma, transforma el lactato en piruvato; posteriormente la oxidacion del piruvato en acetil

CoA y CO; se da gracias al piruvato ferredoxina oxidorreductasa soluble.

Asi mismo, Keller et al., (2014, como se cita en Postgate, 1984) dice que la especie de
Desulfovibrio, ademés del crecimiento por la reduccion del sulfato, también puede fermentar
piruvato o lactato con fosforilacion a nivel de sustrato conservando la energia de la Acetil CoA.
Keller (2014, como se cita en Pereira, 2007) afirma que, para que se lleve a cabo la reduccion de
Sulfato con electrones de H,, es necesario la oxidacion del hidrdgeno en el periplasma por la accion
de multiples isoenzimas de la hidrogenasa y los electrones derivados de este proceso, son llevados
al citoplasma por la existencia de vias para el flujo de electrones que parten desde el periplasma.
Cuando la obtencion de electrones es a partir de acidos orgénicos, la oxidacion tiene lugar
directamente en el citoplasma. Es importante mencionar que, Keller et al., (2014, como se cit6 en
Odom, 1981), destaca que la energia generada de la oxidacion del lactato participa en un
mecanismo de ciclado de hidrogeno que también proporciona la energia metabdlica disponible

para la reduccion del sulfato.

Otro aspecto importante, segun Keller et al., (2014, previamente citado en Thauer, 2007;
Matias, 2005 y Pereira, 2011) es el papel de dos complejos transmembrana conservados (TMC),
la QmoABC (esencial para la reduccion del sulfato) y la DstMKJOP, ya que son los responsables
de proporcionar las vias necesarias para que los electrones requeridos lleguen a las enzimas APS
reductasa y el bisulfito reductasa, respectivamente. Sin embargo, aiin no se ha demostrado que la

QmoABC tenga establecido el flujo de electrones desde y hacia el TMC.
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Por ultimo, Keller et al., (2014 como se citd en Venceslau, 2010; Li,2009 y Venceslau,
2011) menciona que recientemente se descubri6 un tercer TMC en dos géneros de Desulfovibrio,
denominado QroABCD, que estd asociado directamente con la respiraciéon por sulfato, este
complejo recibe electrones de deshidrogenasas del periplasma y de las deshidrogenasas de formato

por el citocromo c; tetrahemo tipo I (abreviada como Tpl c3).

1.1.4 Metabolismo de Oleidesulfovibrio alaskensis

Oleidesulfovibrio alaskensis es una bacteria anaerobia estricta perteneciente a la familia
Desulfovibrionaceae, cuya principal via de obtencion de energia es la respiracion por sulfato,
donde utiliza este anion como aceptor final de electrones, y a su vez obtener energia mediante la
oxidacion de compuestos organicos como lactato, piruvato o hidrégeno. La reduccion del sulfato
ocurre mediante una secuencia de reacciones citoplasmaticas que incluyen la activacion del sulfato
adenosina-5-fosfosulfato (APS), seguida de la reduccion a sulfito y finalmente a sulfuro, estos
procesos son catalizados por complejos enziméaticos conservados como QmoABC y DsrMKJOP
(Keller et al., 2014). El lactato es uno de los principales donadores de electrones y fuentes de
carbono para O. alaskensis, siendo oxidado inicialmente a piruvato y posteriormente a acetil-CoA,
con generacion de acetato como producto final. Esta dualidad funcional convierte al lactato en un
metabolito clave cuya disponibilidad condiciona tanto el balance energético como la eficiencia
metabolica del sistema. Adicionalmente, también puede fermentar piruvato o lactato mediante
fosforilacion a nivel de sustrato, conservando la energia de la acetil-CoA (Pereira, 2007). A pesar
de su naturaleza sulfato reductora, su desarrollo se ve inhibido en presencia de H,S (Neria-
Gonzélez et al., s.f.). Esta inhibicion por producto constituye un factor critico en la regulacion del

crecimiento y la actividad metabolica del microorganismo.

1.1.5 Aplicaciones en el ambiente

Una de las principales problematicas ambientales que prevalecen hoy en dia, es la contaminacion
por metales pesados como el plomo, cobre, zinc y el cadmio. Ante esta problematica se propone
el uso de microorganismo sulfato reductores por su capacidad de eliminar sulfato, metales pesados
y radionucleidos, como el uranio, de efluentes de desechos (Vita et. al., 2015). El género
Desulfovibrio es de los mas utilizados para biorremediacion por su capacidad de liberar sulfuro de
hidrogeno y HCO; en presencia de sulfato y iones de hidrogeno. La liberacion de H,S por parte

del microorganismo provoca que los metales disueltos en el agua precipitan en forma de sulfuros
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metalicos y queden atrapados en el exopolisacarido de la bacteria (Alvarez, 2022). La importancia
de Oleidesulfovibrio alaskensis radica en su capacidad de aislar metales contaminantes, como el

cadmio, del agua acida (Lopez-Pérez, 2013; Lopez, et al. 2015; Neria-Gonzalez, et al. 2016).

1.2 Modelado de Bioprocesos
El modelado matematico de bioprocesos permite describir cuantitativamente la dindmica de
crecimiento microbiano, el consumo de sustratos y la formacion de productos. Los modelos
cinéticos no estructurados, como los basados en la ecuacion de Monod, ofrecen una aproximacion
simplificada que relaciona la tasa de crecimiento a la concentracién de sustrato limitante; sin
embargo, estos modelos no incorporan mecanismos metabdlicos internos ni efectos de inhibicion

complejos (Hemmerich, et al. 2021).

En contraste, los modelos cinéticos estructurados integran informacion de rutas
metabolicas y reacciones bioquimicas especificas, permitiendo identificar cuellos de botella
metabolicos y limitaciones energéticas internas (Garibay, 2017), este enfoque resulta
particularmente relevante para los microorganismos sulfato-reductores, donde la acumulacion de
sulfuro y la eficiencia de conservacion de energia desempefian un papel determinante en la

dindmica del crecimiento (Pefia-Caballero, et al. 2016; Pérez, et al. 2024: Lopez, 2025).

1.2.1 Modelos estructurados

En este tipo de modelos, la célula es vista como un sistema complejo debido a que se consideran
elementos claves del proceso como los nutrientes que se necesitan para el crecimiento, la manera
en que se inhibe el crecimiento, los metabolitos que se generan, los sustratos intermediarios y las
velocidades del proceso. A continuacion, se menciona la clasificacion de modelos estructurados

de acuerdo con Garibay (2017):

e Modelos estructurados simples: considera a la célula como una unidad homogénea y esta
basado en mecanismos celulares definidos.

¢ Modelos morfologicamente estructurados: estructura celular y la distribucion de sus
componentes.

¢ Quimicamente estructurados: implica las composiciones quimicas, la concentracion de

diferentes moléculas y la dindmica de sus reacciones.
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e Genéticamente estructurados: informacion sobre el genoma, la expresion genética y la
regulacion de la expresion de genes
e Metabdlicamente estructurados: considera las rutas metabolicas de la célula y las

reacciones quimicas que ocurren en ellas.

Tabla 1.Ventajas y desventajas de los modelos estructurados.

Ventajas Limitaciones

Describe la fisiologia celular y mecanismos Requieren datos detallados (como la

internos concentracion de enzima)

Ayudan a entender limitaciones enzimaticas o Son computacionalmente complejos
regulacion génica

Fuente: Garibay (2017)

1.2.2  Modelos no estructurados
Simplifican el comportamiento del metabolismo celular donde se considera a la biomasa como una
entidad homogénea, sin detallar sus componentes y limitdndose a una expresion matematica, este

tipo de modelos a su vez se dividen en dos grupos de acuerdo con Garibay (2017) los cuales son:

e Estocasticos: considera la variacion aleatoria de los parametros respecto al tiempo, la salida
no sera la misma debido a la variacion de parametros.

e Deterministas: es el inico modelo predictivo donde a cada entrada le pertenece una sola

salida (Aguilar, et al. 2017; Lopez, et al. 2013; Lopez, et al. 2025).

Tabla 2. Ventajas y limitaciones de modelos no estructurados.

Ventajas Limitaciones

Requieren pocos datos experimentales. No detallan mecanismos metabolicos.

Ideales para sistemas complejos con sustratos Dependencia a datos empiricos.
heterogéneos.

Fuente: Garibay (2017)

1.2.3 Caja negra y caja blanca
Los modelos de caja negra definen al sistema de estudio sin considerar mecanismos internos, solo

relacionan lo que entra al sistema con lo que sale de ¢l mediante funciones matematicas, estos
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estan basados en datos observables y tiene aplicaciones comunes la prediccion de crecimiento

microbiano en biorreactores o en la optimizacion de procesos industriales (Gualdron, s.f).

Los modelos de caja blanca definen al sistema de estudio con detalles, incorporan
mecanismos internos, ya sean bioquimicos, termodindmicos, genéticos, entre otros; y utilizan
ecuaciones matematicas basadas en leyes fisicas o biologicas, este tiene aplicaciones tipicas en el

modelado de rutas metabdlicas (Gualdron, s.f.).

Modelo caja negra

Répidos de implementar Poca interpretabilidad

con datos limitados

Limitado a condiciones
experimentales

Utiles para prediccién

Ventajas Desventajas
Entender relaciones T T SO > cOmpleJ|dad
causa-efecto
Extrapolables a condiciones no 4‘ heesnneanianeans » Costos computacionales.

experimentales [ |
Modelo caja blanca

Figura 1. Ventajas y desventajas de modelos de caja negra y blanca.

Fuente: elaboracion propia.
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La figura 2 muestra el mapa metabdlico de la via del sulfato descrito para O. alaskensis y se
encuentra en la base de datos KEGG. En ¢l destacan las enzimas que participan en la reduccion
desasimilatoria del sulfato en color verde, y de las cuales se obtiene la tabla 3 que se muestra a
continuacion.

Tabla 3. Informacion de las enzimas disponibles en la base de datos de KEGG de la ruta desasimilatoria
de Oleidesulfovibrio alaskensis.

Codigo (EC) Abreviatura de Nombre completo Reaccion
enzimas
2.7.74 (1)* ATP-sulfurilasa Sulfato adenilil ATP + sulfato = difosfato +
transferasa sulfato de adenililo
1.8.99.2 (2)* APS-reductasa  Adenosina 5'-fosfosulfato AMP + sulfito + aceptor =
reductasa sulfato de adenililo + aceptor
reducido
1.8.1.22 (3)* DsrABL Siroheme sulfito [proteina DsrC]-trisulfuro +
reductasa NAD+ + 3 H20 = [proteina
DsrC]-ditiol + sulfito + NADH
+ H+
1.8.5.10 DsrMKJOP [DsrC]-trisulfuro sulfuro de hidréogeno + un
(4)* reductasa [proteina DsrC]-ditiol + 2

quinonas = un [proteina DsrC]-
trisulfuro + 2 quinoles

1.8.1.18 NADPH NSR NAD(P)H azufre sulfuro de  hidrogeno +
(5)* SO reductasa oxidorreductasa NADP)+ <= azufre +
(dependiente de CoA) NAD(P)H + H+
2.5.1.47 Cisteina sintasa ~ O-acetil-L-serina O-acetil-L-serina + sulfuro de
(6)* sulthidrilasa hidrogeno = L-cisteina +
acetato

Nota: link de la informacion disponible en KEGG.
(1) * https://www.kegg.jp/entry/2.7.7.4
(2) * https://www.kegg.jp/entry/1.8.99.2
(3) * https://www.kegg.jp/entry/1.8.1.22
(4) * https://www.kegg.jp/entry/1.8.5.10
(5) * https://www.kegg.jp/entry/1.8.1.18
(6) * https://www.kegg.jp/entry/2.5.1.47



https://www.kegg.jp/entry/2.7.7.4
https://www.kegg.jp/entry/1.8.99.2
https://www.kegg.jp/entry/1.8.1.22
https://www.kegg.jp/entry/1.8.5.10
https://www.kegg.jp/entry/1.8.1.18
https://www.kegg.jp/entry/2.5.1.47
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1.2.5 Principios de la ruta metabdlica

Tabla 4. Modelos cinéticos no estructurados

Modelo cinético por inhibicion de producto Ecuacion
Boulton Umky
P+ k,
Levenspiel p1"
Um|1— k_p
Luong P\"
1= (5) |
Modelos cinéticos modificados Ecuacion
Levenspiel cpx [ S ] [1 (P)l X
.u( iy ) = HUm ks +S - P
Haldane-Luong . 1S ] -1 i ms .
HEPX) = s+ szl |1k,
Moser-Luong wmS™ 1 < P >m'
S,P.X) = ] 11— |X
HEPX) = s |1k,
= kg + 571 #*P (kg

Fuente: Lopez-Pérez, (2025).

El modelo matematico para esta investigacion se estructura de ecuaciones diferenciales no
lineales acopladas basadas en el modelo modificado de Levenspiel sobre respiracion bacteriana,

el modelo modificado de Moser-Boulton para el consumo de carbono (Lopez-Pérez, 2013).

1.2.6 Software para modelar

1.2.6.1 ;Qué es anaconda?

Anaconda es un administrador de paquetes con lenguaje de Python utilizados generalmente para
la ciencia de datos, estd relacionada directamente con conceptos de machine-learning, contiene

herramientas tipicas como Numpy y Matplotlib (Fazt, 2020).

Como desarrolladores de Python, se pueden generar proyectos dentro del entorno Conda,
que a su vez contengan distintos paquetes o dependencias especificas para el proyecto a realizar.

Cabe mencionar que por cada proyecto realizado puede requerir de distintas por lo que al trabajar
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en un entorno virtual de Conda, brindara paquetes de las versiones que se necesitan sin que
interfieran entre ellos o en otros proyectos, es decir, permite crear entornos especificos para cada

proyecto (Fazt, 2020).

Anaconda es una distribucion de Python, existen otras distribuciones como lo es Javthon
(donde Python usa el entorno de Java), Cthon (donde Python utiliza el entorno de C). Asi que
Anaconda usa un programa llamado Conda, el cual, permite instalar distintos paquetes y

administrar entornos virtuales (Fazt, 2020).

1.2.6.2 Jupyter notebook
Existe Jupyter Notebook y Jupyter Lab, la diferencia entre uno y otro es que, Jupyter Notebook
permite trabajar un solo cuaderno, mientras que en Jupyter lab es para trabajar varios Notebook al

mismo tiempo. Sin embargo, en esta ocasion este estudio se enfoca en Jupyter Notebook.

La interfaz de Jupyter Notebook es una aplicacion web que permite crear y compartir
codigos de programacion. Los Notebook tienen la peculiaridad de que utiliza celdas para su
desarrollo, esto permite poder visualizar la funcion del coédigo apenas se termina de escribir una
celda, de igual manera permite guardar las imagenes, tablas e incluso graficas. Por ultimo y no

menos importante, permite compartir los cddigos de manera facil y rapida (Gonzalez, 2020).

Entre las cosas mas importantes de esta aplicacion son las celdas para ejecutar los codigos,
ya que también se puede obtener un formato de texto, titulos y formulas utilizando esas las mismas
celdas al utilizar la opcion de “Markdown” y algunos caracteres especiales como los “#”.
Finalmente, las celdas también permiten incluir imagenes externas a la aplicacion en la opcion

para el formato de texto.

1.2.6.3 pyFOOMB

El paquete pyFOOMB permite la implementacion de modelos para bioprocesos de manera flexible
y guiada mediante sistemas de ecuaciones diferenciales ordinarias (EDO), se basa en el lenguaje
de programacion de Python, implementa modelos orientados a objetos de bioprocesos de manera
rapida y flexible, permite la formulacion, la validacion y la aplicacion de modelos de bioprocesos
(Hemmerich, et al. 2021). El andlisis de sensibilidad constituye una herramienta fundamental para

evaluar la influencia de los parametros cinéticos sobre las variables de estado del modelo, mediante
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este andlisis es posible identificar parametros dominantes, evaluar incertidumbre y detectar

correlaciones que reflejan posibles trade-offs metabdlicos (Saltelli et al., 2008).

1.2.6.4 Scikit-learn

Es una biblioteca de Python que proporciona herramientas simples y eficientes para el analisis
predictivo de datos que implementa algoritmos comunes de machine-learning, entre sus funciones
principales se encuentra la clasificacion, regresion, clustering, procesamiento de datos, la seleccion

de modelos y su evaluacion (Pedregosa, et al. 2011).

1.2.6.5 RStudio
Es un entorno de desarrollo integrado, gratuito y de cédigo abierto disenado para el analisis

estadistico, manipulacion de datos y visualizacion de datos mediante el lenguaje de programacion

R (Fazt, 2020).

1.2.7 Bases de datos

Es un aspecto fundamental en la recopilacion de la informacion, ya que las bases de datos
garantizan la fidelidad de la informacidn al estar respaldada con textos cientificos. Asi mismo, el
renombre de la base de datos habla de la confiabilidad de su contenido. La figura 3 muestra las

bases de datos utilizadas para la elaboracion de este documento (Petrovsky et al., 2023).

Enfoque: Rutas
metabolicas y redes
moleculares.
Contiene: Mapas
metabolicos interactivos,
genes, proteinas,
reacclones, compuestos,
enfermedades.

Util para visualizar rutas
metabolicas completas,
integrar genomas con

funciones metabolicas.

Enfoque: Rutas
metabdlicas curadas
manualmente.
Contiene: Mas de 3000
rutas metabolicas de
diversos organismos,
enzimas, reacciones,
metabolitos.

Util para conocer rutas
metaholicas especificas y

su regulacion.

Enfoque: Enzimas.
Contiene: Datos cinéticos
(Km, Vmax, kcat),
condiciones dptimas de
actividad, organismos
fuente, cofactores,
inhibidores, reacciones
catalizadas.

Util para modelado
enzimatico, busqueda de
parametros para

simulaciones.

Enfoque: Genomica y
biologia molecular
general.
Contiene: Genomas,
secuencias de
ADN/ARN/proteinas,
literatura (PubMed),
taxonomia, herramientas
de analisis (BLAST).
Util para la biisqueda de
genes, articulos
cientificos, secuencias,

ensamblajes gendmicos.

Enfoque: Informacion
sobre proteinas.
Contiene: Secuencias
proteicas, funciones,
estructuras,
modificaciones
postraduccionales,
interacciones.

Util para el analisis
funcional de proteinas,
anotacion y comparacion

entre especies.

Figura 3. Aspectos generales de las bases de datos bioinformaticas. Fuente: Petrovsky et al., 2023.

Nota: describe el principal uso de la base de datos y usos principales.
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1.3 Avances y aplicaciones de Oleidesulfovibrio alaskensis
De acuerdo con Priya, et al (2025) se evidencio la capacidad de O. alaskensis para la produccion
significativa de hidrogeno en condiciones tanto acidas como alcalinas. En pH alcalinos las
bacterias acidifican su citoplasma mediante el bombeo de protones o la sintesis de sustancias
acidas: De igual manera, las células emplean los mecanismos inversos para disminuir la
acidificacion por pH bajos. Ademads, encontraron que las ATPasas del microorganismo funcionan
como bombas de protones y sus hidrogenasas llevan a cabo la conversion reversible de protones a

hidrégeno.

Sokolova D.S. et al (2021) muestra la capacidad de las bacterias sulfato reductoras (SRB)
para resistir a biocidas. Donde la cepa de Desulfovibrio alaskensis Kaz19, es capaz de resistir
agentes biocidas como el glutaraldehido y el Rancid. Keskin (2021) habla del potencial

biorremediador de O. alaskensis para corroer metales como el cobre mediante la formacion de su

biofilm.

Recientemente se ha descubierto que O. alaskensis tiene aplicaciones en la industria del
biogds debido a que el hidrogeno induce a la dispersion y desprendimientos de biofilms
subterraneos en presencia de este microorganismo, disminuyendo los riesgos de bioobstruccion de
poros durante los procesos de almacenamiento de hidrogeno (Liu, Ostertag-Henning, Ferng, &
Dopffel, 2025). Finalmente, de acuerdo con Isokpehi et. al. (2021) otras especies de Desulfovibrio
codifican proteinas de estrés universal, lo que les confiere mecanismos de adaptacion a

condiciones ambientales adversas.

1.4 Calculo de los Grados de Libertad (GL)
Los grados de libertad determinan si el sistema matematico tiene solucion, si faltan datos o si esta

sobre-especificado. La ecuacion matematica es (Coria, s.f.):
GL=F—-N-—-M

Aqui,

F: es el nimero de flujos no medidos (incégnitas),

M: es el nimero de flujos medidos directamente,

N: es el nimero de nodos independientes (ecuaciones de balance).
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e Flujos (J o v;): Son las velocidades o tasas a las que ocurren las reacciones quimicas
internas y los transportes a través de la membrana. Se expresan tipicamente en unidades de
masa o cantidad de sustancia por unidad de tiempo y biomasa.

e Nodos (Metabolitos Internos): Son los compuestos quimicos intermedios que se encuentran
dentro del citoplasma o periplasma y que estan sujetos al principio de conservacion de la
masa.

e [Estado Estacionario (Steady State): Es el supuesto metabdlico clave que establece que no
hay acumulacién de metabolitos internos en el tiempo. Por lo tanto, para cada nodo, la
suma de los flujos que lo producen debe ser igual a la suma de los flujos que lo consumen
d

C;
- = 0
dt

e Mediciones Extracelulares: Son los flujos de consumo de sustratos o produccion de
metabolitos/gases que cruzan la membrana celular y pueden cuantificarse directamente en

el biorreactor (medio de cultivo).

Una vez aplicado el célculo numérico, el resultado de los GL clasificara el sistema en uno de los

siguientes tres escenarios analiticos (tabla 5) (Coria, s.f.):

Tabla 5. Clasificacion de resultados de GL.

Valor de GL Clasificacion Matematica Significado Bioldgico / Practico
GL>0 Subdeterminado Faltan mediciones. El sistema tiene infinitas soluciones
(Indeterminado) metabolicas posibles. Para resolverlo, se requiere utilizar

FBA (Flux Balance Analysis) mediante la optimizacion de

una funcion objetivo (ej. maximizar biomasa).

GL=0 Determinado Sistema exacto. Existe una unica solucion matematica para
los flujos internos. Se conocen todos los flujos de la célula
a partir de las mediciones del cultivo sin necesidad de

optimizar.

GL<0 Sobredeterminado Redundancia de datos. Hay més mediciones de las
estrictamente necesarias. Es el escenario ideal en
laboratorios reales, ya que permite aplicar el método de
minimos cuadrados para filtrar errores experimentales y

verificar la consistencia del balance de masa.
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Capitulo 11

Justificacion
Problematica

Objetivos
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2.1 Justificacion
El estudio de O. alaskensis resulta de gran relevancia debido a su capacidad de reducir sulfato y
participar en procesos de biorremediacion de ambientes contaminados por metales pesados, un
problema que afecta tanto a la salud humana como a los ecosistemas. Sin embargo, comprender y
optimizar su crecimiento requiere enfoques mas integrales que combinen microbiologia, modelado

matematico y herramientas computacionales.

El analisis de rutas metabolicas y el desarrollo de modelos cinéticos permite describir con
mayor precision las mecdnicas de crecimiento y desarrollo de O. alaskensis. Ademads, la
integracion de las bases de datos bioinformaticas fortalece la construccion de modelos confiables
y actualizados, permitiendo una contribucion al conocimiento fundamental de microorganismos

sulfato reductores, el cual es de relevancia en microbiologia ambiental.

El uso de herramientas computacionales como Python, Anaconda, Jupyter notebook y
paqueterias como pyFOOMB y scikit-learn, proporciona una metodologia accesible y reproducible
para modelar bioprocesos que permitan implementar analisis de sensibilidad y simulaciones que
faciliten la prediccion de condiciones Optimas y la identificacion de parametros de mayor
influencia para el crecimiento microbiano complementando analisis experimentales (Hemmerich,
et al. 2021), esto posiciona la investigacion dentro de la biotecnologia moderna, donde la

computacion es un aliado clave del laboratorio.

En términos de biorremediacion, O. alaskensis ha demostrado su capacidad de precipitar
metales pesados en forma de sulfuros insolubles que disminuyen su toxicidad y movilidad en agua
y suelos. Por ello, optimizar su crecimiento y metabolismo a través de modelos integrados aporta

soluciones viables a problemas ambientales actuales.
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2.2  Problematica
Oleidesulfovibrio alaskensis posee un importante potencial biotecnologico en procesos de
biorremediacion por su capacidad de reducir sulfato y precipitar metales pesados en forma de
sulfuros insolubles. Sin embargo, existen limitaciones para comprender cuantitativamente su
comportamiento metabolico en relacion con la dindmica de crecimiento, el consumo de sustratos

y la formacién de productos.

Una de las dificultades principales radica en que los estudios disponibles de O. alaskensis se
enfocan en observaciones experimentales, analisis microbiologicos o descripciones generales de
sus capacidades metabolicas, existiendo una limitada integracion entre la informacion bioquimica,
datos cinéticos y el modelado matematico estructurado que permita representar de forma
mecanistica los procesos intracelulares involucrados en la oxidacion de lactato y la reduccion

disimilatoria del sulfato.

Adicionalmente, los modelos cinéticos no estructurados comunmente empleados en
bioprocesos, aunque utiles para predecir tendencias globales de crecimiento y consumo de
sustratos, presentan limitaciones para explicar la participacion especifica de metabolitos
intermediarios, enzimas y mecanismos de reaccidon que permitan optimizar el crecimiento

metabdlico del sistema.

Por otro lado, la ausencia de metodologias computacionales reproducibles e integradas que
combinen herramientas de modelado matematico, analisis de sensibilidad, simulaciones numéricas
presentan una barrera para fortalecer la confiabilidad de los resultados obtenidos en estudios de

bioprocesos asociados a bacterias sulfato-reductoras.

Ante este contexto, surge la necesidad de desarrollar un modelo cinético estructurado
sustentado en rutas metabolicas reconstruidas a partir de bases de datos bioinformaticas y literatura
especializada, que permita integrar informacion experimental, representar de manera mas realista
la dindmica metabdlica de Oleidesulfovibrio alaskensis y generar un marco predictivo robusto para

comprender su comportamiento y su potencial aplicacion en los procesos biotecnologicos.
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2.3 Objetivos
Objetivo General

Modelar, simular y validar el crecimiento de Oleidesulfovibrio alaskensis mediante el desarrollo e
integracion de un modelo cinético estructurado para la propuesta de una ruta metabolica integrando
herramientas FLOSS con el fin de generar un marco predictivo que fortalezca la comprension

biotecnoldgica y la aplicacion potencial de este microorganismo en procesos de biorremediacion.
Objetivos especificos

e Describir e implementar modelos cinéticos no estructurados que representen el crecimiento
de Oleidesulfovibrio alaskensis bajo condiciones controladas de cultivo, con el fin de
establecer parametros experimentales iniciales que permitan la comparacion y validacion
de modelos estructurados.

e Disefiar e integrar informacion de rutas metabolicas de Oleidesulfovibrio alaskensis a partir
de bases de datos bioinformaticas y literatura especializada, para fortalecer la
representacion del microorganismo y generar un mapa metabdlico confiable que sirva
como base para la modelacion estructurada.

e Construir, describir e implementar un modelo cinético estructurado fundamentado en la
ruta metabodlica propuesta, que permita simular y analizar la dindmica de crecimiento y
eficiencia metabolica del microorganismo, integrando herramientas FLOSS para su
validacion numérica y experimental.

e Analizar y validar experimentalmente los resultados del modelo no estructurados y
estructurado, con el proposito de identificar ventajas, limitaciones y el grado de
predictibilidad de cada enfoque en la caracterizacion del crecimiento microbiano de

Oleidesulfovibrio alaskensis.
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Capitulo III

Metodologia

Limitaciones del estudio
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3.1 Metodologia
La presente investigacion desarrolla un modelo dindmico estructurado que integra la ruta
metabolica disimilar de reduccion de sulfato y la oxidacion de lactato en O. alaskensis, evaluando

su estabilidad, sensibilidad paramétrica e identificabilidad bajo condiciones de cultivo reportadas.

Reconstruccion de la Ruta Metabdlica y Recopilacion de
Datos Cinéticos

Formulacion del modelo matematico

Implementacion computacional y analisis del modelo
propuesto
Expansion del modelo y su respectivo analisis
Validacion interna

Figura 4. Metodologia general.

De acuerdo a la figura 4, la metodologia general consiste en la reconstruccion de la ruta metabolica
a partir de fuentes bibliograficas y bases de datos para la posterior construcciéon de un mapa
metabdlico que servira como base del desarrollo del modelo matematico propuesto utilizando
balances de materia a nivel intracelular y extracelular mediante ecuaciones diferenciales
ordinarias. Ademas, la implementacién computacional permitird analizar la sensibilidad del
modelo, para finalmente, expandir el modelo hacia un modelo estructurado que permita un analisis
de sensibilidad y seleccion de parametros relevantes que permitan la validacion intracelular de la

ruta metabdlica propuesta.

3.1.1 Reconstruccion de la ruta metabdlica y recopilacion de Datos Cinéticos

1. Reconstruccion de 2. Analizar y 3. Identificar 4. Revalidacion de

la ruta metabodlica enumerar todas las sustratos, productos y datos cineticos en
especifica reacciones en la ruta enzimas involucradas bases de datos

Figura 5. Etapas para la reconstruccion de la ruta metabolica y recopilacion de datos cinéticos.
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La reconstruccion de la ruta metabdlica de Oleidesulfovibrio alaskensis se inici6 con una revision
bibliografica y en bases de datos metabdlicos enfocada en los procesos de oxidacion del lactato y
la reduccion del sulfato. La busqueda comenzo en el repositorio KEGG Pathway con el propdsito
de identificar las enzimas participantes, los metabolitos intermediarios y las reacciones
bioquimicas involucradas. La informacidén preliminar fue complementada con el analisis
individual de cada enzima identificada en las bases de datos especializadas, tales como ExPASy,
BRENDA, MetaCyc, NCBI y UniProt con la intencién de obtener informacion sobre parametros
cinéticos reportados, sustratos y productos especificos, cofactores requeridos, condiciones dptimas

de funcionamiento o evidencia experimental asociada a cada reaccion (Petrovsky et al., 2023).

3.1.2 Formulacion del modelo matematico

Analizar y aplicar ecuaciones Identificar datos de concentraciones

cinéticas apropiadas de sustratos y/o productos

Figura 6. Etapas para la formulacion del modelo matemdtico.
Fuente: Lopez-Pérez (2013).

Con la informacioén recopilada, se construy6é un mapa metabolico integrado que describe de forma
explicita las rutas de oxidacion del lactato a acetato, asi como la secuencia de reacciones desde
sulfato a sulfuro de hidrogeno. El mapa metabolico constituye la base conceptual para la
formulacion de un modelo matematico mediante ecuaciones diferenciales ordinarias (EDO), las
cuales describen la variacion temporal de variables de estado como biomasa, sustratos, productos,
y metabolitos intermediarios. La estructura inicial de las ecuaciones se basé en modelos cinéticos
previamente desarrollados en trabajos similares de Lopez-Pérez (2013), adaptando términos
cinéticos para representar las interacciones metabolicas identificadas en la reconstruccion de las

rutas.

3.1.3 Implementacion computacional y andlisis del modelo propuesto
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Resolver sistemas de . -
Integrar parametros Analizar la estabilidad

cinéticos del modelo

EDOs y simular
dinamicas temporales

Figura 7. Etapas de la implementacion computacional y analisis del modelo propuesto.
Fuente: Lopez-Peérez (2013) y Hemmerich, et al. (2021)

La implementacién computacional del modelo se realizé con el lenguaje de programacion de
Python, utilizando el entorno de Jupyter Notebook y la paqueteria de pyFOOMB como marco de
modelado de bioprocesos orientado a objetos, esto permite resolver numéricamente los sistemas
de ecuaciones planteados, integrar los parametros procedentes de la literatura y evaluar la
estabilidad del modelo bajo distintos escenarios de simulacion. Durante esta etapa, los parametros
iniciales se ajustaron con base en los valores cinéticos reportados en trabajos previos, con el
objetivo de generar simulaciones comparables en su comportamiento general a modelos de

referencia de Lopez-Pérez (2013).

Una vez obtenido un conjunto de simulaciones operativas, se realizd un analisis de
sensibilidad paramétrica con la finalidad de evaluar la influencia relativa de cada parametro sobre
las variables de estado del modelo, esto permiti6 identificar parametros dominantes y parametros

con baja influencia.

3.1.4 Expansion del modelo y su respectivo andlisis

Construccion de un modelo matematico combinando ecuaciones de
cinética de enzimas encontradas

Implementar y/o adecuar un codigo de Python para la simulacion de la
ruta metabolica extendida

Analisis de sensibilidad y relevancia paramétrica.

Figura 8. Pasos a seguir para la expansion del modelo y su respectivo analisis.

El modelo fue ampliado incorporando ecuaciones asociadas a reacciones enzimaticas para la

formacion de sulfuro de hidroégeno y la sintesis de acetato de Keller (2014) para integrar un mayor
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nivel de detalle metabdlico. El objetivo fue evaluar si la inclusion de cinética enzimatica mantenia
la coherencia de las simulaciones dentro de los rangos de consumo de lactato y sulfato, asi como
también la produccién de acetato, biomasa, CO, y H,S reportados en la literatura de Lopez-Pérez

(2013).

Debido al incremento en la dimensionalidad del modelo, se emple6 un enfoque
complementario de seleccion de parametros basados en las herramientas de aprendizaje automatico
provistas por Scikit-learn, que facilitaron la estimacion de la importancia relativa de los pardmetros

en funcién de su impacto dinamico.

3.1.5 Validacion interna

. . Las concentraciones i4
Las simulaciones producen@® , i La expansion del
. s simuladas permanecian rerEls me slkars
comportamientos cinéticos d del "
) coherentes entro de los rangos la estabilidad del
reportados sfeiEmE

Figura 9. Aspectos importantes de la validacion interna del modelo.

La validacion del modelo se abord6 mediante criterios de coherencia metabodlica en el consumo de
sustratos y la formacion de productos de datos reportados principalmente por Neria-Gonzalez et
al (2010), Lopez-Pérez (2013) y (Jiménez-Perea et al., 2023), estabilidad numérica y concordancia

con datos cinéticos (umax, Y, YP, a, b, ks y ¢) reportados en la literatura anteriormente mencionada.

En primer lugar, se verific6 que las simulaciones reprodujeran patrones dindmicos
coherentes con el comportamiento esperado de bacterias sulfato-reductoras en aspectos de
crecimiento celular, consumo de lactato, formacion de acetato, consumo de sulfato, formacion de
sulfuro y formacion de CO,, corroborando las concentraciones simuladas de los sustratos y
productos permanecieran dentro de los rangos documentados por Lopez-Pérez (2013), (Jiménez-

Perea et al., 2023), y los datos del apéndice D.

Asi mismo, se observd la robustez del modelo mediante variaciones controladas de

parametros clave, analizando la estabilidad de las soluciones numéricas. La expansion del modelo
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con reacciones enzimaticas adicionales fue sometida al mismo procedimiento verificando que el
incremento en el detalle metabdlico no generara inconsistencias en la dindmica del bioproceso

simulado (Coria, s.f.).

El analisis de sensibilidad funcion6 como una herramienta complementaria de validacion,
ya que permiti6 identificar los parametros de mayor influencia en el comportamiento del sistema
y confirma que la respuesta del modelo es consistente con los principios bioquimicos conocidos

(como lo es la dependencia de la velocidad de reaccion respecto al sustrato).

3.2 Limitaciones del estudio
El modelo desarrollado representa un avance en la integracion de rutas metabolicas y cinética
enzimatica en bacterias sulfato-reductoras, sin embargo, es importante reconocer ciertas

limitaciones relacionadas al enfoque utilizado.

En primera, una parte de los parametros cinéticos empleados provienen de datos reportados
en la literatura para otros organismos cercanos o condiciones experimentales distintas a las
especificas de Oleidesulfovibrio alaskensis. Si bien esta aproximacion es muy comun en el
modelado metabdlico cuando no se dispone de datos experimentales directos, puede incluir
incertidumbre en la estimacidn cuantitativa de algunas tasas de reaccion. En el modelo se asumen
condiciones homogéneas en el sistema y condiciones de cultivo ideales, sin considerar posibles
gradientes especiales, limitaciones de transporte, ni efectos de la diversidad celular que puede
presentarse en sistemas reales, tampoco se incorporaron explicitamente mecanismos regulatorios
complejos, como el control transcripcional, la regulacion alostérica detallada o respuestas
adaptativas al estrés, los cuales son factores que pueden llegar a modificar la actividad enzimatica
en condiciones cambiantes. Por ultimo, el incremento de detalle estructural del modelo conduce a

una mayor complejidad paramétrica, lo cual puede afectar la relevancia de algunos parametros.



Capitulo 1V

Resultados y discusiones
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4.1 Modelos cinéticos no estructurados experimentales
Oleidesulfovibrio alaskensis crecid en medio Postgate C enriquecido con sulfato de sodio y lactato
a un pH de 7 en un reactor por lote, el medio fue ajustado con NaOH (0.5 M), a una temperatura
de 37 °C a condiciones anaerobias por 216 horas y se tomaron muestras cada 24 horas para analizar

sulfato, sulfuro, biomasa, lactato y diéxido de carbono (Lopez-Pérez, 2013).

Los datos experimentales de la literatura se muestran a continuacion en las figuras 10-12

realizadas en Rstudio con la libreria de ggplot2 con su respectiva distribucion de datos.
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Figura 10. Datos experimentales de sulfato, Rstudio

La desviacion estandar es de 1498.676 mg/L, el valor minimo es de 1034 mg/L, el primer
cuartil es de 1103 mg/L, la mediana es de 1103 mg/L, el promedio aritmético es de 1801 mg/L, el
tercer cuartil es de 1462 mg/L y el maximo es de 5655 mg/L, todo esto en términos de la

concentracion de sulfato para 216 h de tiempo de cultivo (Figura 10).

Nota: Adaptado de "Disefio de un bioproceso de alta eficiencia para la remocion de Cadmio via Desulfovibrio

alaskensis 6SR" (Tesis doctoral), por P. A. Lopez-Pérez, (2013), Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados

del IPN.
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Figura 11. Datos experimentales de sulfuro, Rstudio

La desviacion estandar es de 145.1775 mg/L, el valor minimo es de 50 mg/L, el primer
cuartil es de 476.5 mg/L, la mediana es de 490.5 mg/L, el promedio aritmético es de 453.5 mg/L,
el tercer cuartil es de 506.5 mg/L y el maximo es de 560 mg/L, todo esto en términos de la

concentracion de sulfuro para 216 h de tiempo de cultivo (Figura 11).

Nota: Adaptado de "Disefio de un bioproceso de alta eficiencia para la remocion de Cadmio via Desulfovibrio

alaskensis 6SR" (Tesis doctoral), por P. A. Lopez-Pérez, (2013), Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados

del IPN.
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Figura 12. Datos experimentales de biomasa, Rstudio.

La desviacion estandar es de 88.7571 mg/L, el valor minimo es de 20 mg/L, el primer
cuartil es de 174.5 mg/L, la mediana es de 208 mg/L, el promedio aritmético es de 212.4 mg/L, el

tercer cuartil es de 267.5 mg/L y el maximo es de 326 mg/L, todo esto en términos de la

concentracion de sulfuro para 216 h de tiempo de cultivo (Figura 12).

Por ultimo, la desviacion estandar es de 72.66361 h, el valor minimo es de 0 h, el primer
cuartil es de 54 h, la mediana es de 108 h, el promedio aritmético es de 108 h, el tercer cuartil es

de 162 h'y el maximo es de 216 h, todo esto en términos del tiempo de cultivo.

Nota: Adaptado de "Disefio de un bioproceso de alta eficiencia para la remocion de Cadmio via Desulfovibrio

alaskensis 6SR" (Tesis doctoral), por P. A. Lopez-Pérez, (2013), Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados
del IPN.
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Tabla 6. Parametros cinéticos reportados en la literatura para el diseiio del modelado cinético.

Parametros cinéticos de crecimiento reportados en literatura

Parametro Definicion Valor Unidades Fuente

Es la concentracion maxima de
S1 680 mgL-! Lopez-Pérez (2013)

producto (saturacion o inhibicion)

Es la constante de saturacion para

Kace 1500 mgL-! Lopez-Pérez (2013)
acetato
Es la constante de saturacion para
Kiae - P 95000 mgL! Lépez-Pérez (2013)
actato

Neria-Gonzalez et al
Es la constante de saturacion para

Kk 0.0009048 mgL-! (2010)
el sustrato
Loépez-Pérez (2013)

Es la constante de saturacion para
Keo, P 900 mgL-! Lopez-Pérez (2013)

el diéxido de carbono

Neria-Gonzéalez et al

Kk Es la constante de tasa de muerte 0.062 Bl (2010)
d .
celular 0.0027 (Jiménez-Perea et al.,
2023)
Neria-Gonzalez et al
(2010)
Es la velocidad maxima de 0.188
pmax h'! Lopez-Pérez (2013)
crecimiento microbiano 0.1014

(Jiménez-Perea et al.,

2023)

Es la velocidad maxima de | ) )
pmaxs 1.8 h- Lopez-Pérez (2013)
consumo de lactato

Es la velocidad maxima de
pmaxs 0.12 h'! Lopez-Pérez (2013)

produccion de didxido de carbono

Neria-Gonzalez et al
Es la tasa de rendimiento de

Y 1 Lopez-Pérez (2013)

biomasa a partir del sustrato

7.4443 g/g (Jiménez-Perea et al.,
2023)

Neria-Gonzalez et al
2.14 mgP mg‘lX (2010)

Es la tasa de rendimiento del
YP . 7.5 Lopez-Pérez (2013)
producto a partir del producto

1.7068 g/g (Jiménez-Perea et al.,
2023)




Neria-Gonzalez et al

Es el coeficiente de inhibicion por 0.89 . .
a Adimensional (2010)
producto 1.9
Loépez-Pérez (2013)
Es el efecto del lactato en el . .
b 3.1 Adimensional Lopez-Pérez (2013)
consumo de sustrato
Es la no linealidad en el consumo . .
c 0.001 Adimensional Lopez-Pérez (2013)
de lactato
Es la velocidad maxima de
pmax; , 0.156 mM s! Lamperia et al (1990)
formacion de producto
0.6
Es la constante de transformacion 1 .
ky, 32 s Lamperia et al (1990)
de sustrato a producto
0.82
Es la velocidad maxima de
pmax, 0.0055 mM s-! En este trabajo
formacion de producto
Es la constante de transformacion
Ka2 0.31 s Wolfe et al (1994)
de sustrato a producto
Es la velocidad maxima de .
pmaxy . 14.8 umol/min/mg Furdi et al (2000)
formacion de producto
Es la constante de transformacion | .
ke 2.0 s Furdi et al (2000)
de sustrato a producto
Es la velocidad maxima de 177.4
pLmaxg . U/mg Campos et al (2010)
formacion de producto 231
Es la constante de transformacion 227.6 1
K¢ S Campos et al (2010)
de sustrato a producto 20.6
Es la velocidad maxima de
pmax;, . 68.0 U/mg Janson et al (1970)
formacion de producto
Es la constante de transformacion
Kk, 34 uM s-! Janson et al (1970)

de sustrato a producto

Nota: Para mas informacién de las enzimas utilizadas consulte el Apéndice C. Fuente: elaboracion propia.

La tabla 6 es el resultado de la busqueda de valores para los parametros cinéticos utilizados en el
modelado no estructurado y en el modelado estructurado. Estos valores se sustituyeron en los

posteriores balances de materia (ecuaciones 1 a 17).

4.1.1 Modelo matemadtico no estructurado para operacion por lote

Balance para la concentracion de sulfato (S):
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ds P\IT s
_Yy- (2 ||y .gp
i Y /,tmax[l (51)] [ks+S]X L (1)
Balance para la concentracion de sulfuro (P):

9 _ (umax-YP)|1 —(g)r[ﬁ]x . Lb 2)

Balance para la concentracion de lactato (L):

2 - Gumaxs)| e | () | ®

Balance para la concentracion de acetato (A):

9 umaxy)| 2| () | @)

Balance para la concentracion de didxido de carbono (C):

% = (MmaxS)[C-llc-i::o] [(klal:l-Lc)]X (5)

Balance para la concentracion de biomasa (X):

2= cuman 1 - ()] [ Jr - x-10 ®

Las ecuaciones de la (1) a la (6) describen la tasa de crecimiento especifico bacteriano (i) y la
concentracion de sustrato [S]. El modelo anterior considera el efecto de inhibicién por Cd*" y H,S
en el crecimiento bacteriano. Incluye dos aspectos importantes, la reduccion del sulfato por el
cultivo microbiano y el consumo de la fuente de carbono (lactato para este caso). De igual manera,
se describe un crecimiento clasico de reduccion de sulfato a sulfuro. Ademas, un modelo de
inhibicion de Levespiel fue modificado para describir los efectos de la reduccion del sulfato con
la inhibicion por H,S durante el crecimiento bacteriano en la ecuacion (2). Por ultimo, se estimé
la produccion de CO, y la formacion de acetato [A4] a partir del consumo de Lactato [L] con los
modelos combinados de Moser-Boulton y la concentracion de biomasa [X] en las ecuaciones (1,

3,4, 6,5), tal como lo describe Lopez-Pérez (2013).
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Tabla 7. Variables del modelo no estructurado.

Nombre de la variable Nomenclatura en el modelo

Sulfato

Sulfuro de hidrégeno

Biomasa

Lactato

Acetato
CO,

al » | X T

El modelo considera concentraciones iniciales de [S,] = 5655 mg/L; [P,] = 29 mg/L; [X,]
=20 mg/L; [L,] = 4640 mg/L; [4,] = 0.1 mg/L; [C,] = 0.1 mg/L. Asi mismo, considera parametros
cinéticos de S7 = 680; k.. = 1500; k.= 95000; k= 0.0009048; k.= 900; k= 0.04; umax= 0.13;
umaxs=0.6; umaxs=0.12; Y="17.5; YP=1; a=1.9; b= 0.001; c=1.5.
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4.1.1.1 Algoritmos

El codigo utilizado para modelar utiliza la biblioteca de pyFOOMB (Python Framework for
Object-Oriented Modeling of Bioprocesses), el cual permite simular procesos biologicos que
muestre la evolucién temporal de las concentraciones de lactato, acetato, sulfato, sulfuro de
hidrogeno, biomasa y CO,. El modelo describe una cinética con multiples términos regulatorios
mediante las 6 ecuaciones ordinarias (EDOs) no lineales y acopladas, 13 parametros en los cuales
se consideran constantes cinéticas, velocidades, rendimientos y exponentes; las condiciones

iniciales descritas anteriormente (Figura 13).
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Figura 13. Cinética de caja negra obtenida con el paquete pyFOOMB.

Este modelo representa la fermentacion lactica por O. alaskensis, donde la biomasa (X)
crece a partir del sustrato (), la produccion de producto (P) esta acoplada al crecimiento, el lactato
(L) se consume para activar la produccion y la formacion de acetato (4) y Dioxido de carbono (C)

son subproductos del metabolismo.

NOTA: La linea azul 4 corresponde a la formacion de acetato con respecto al tiempo, la linea naranja C corresponde
a la formacion de didxido de carbono con respecto al tiempo, la linea verde L corresponde al consumo de sustrato con
respecto al tiempo, la linea roja P corresponde a la formacion de sulfuro con respecto al tiempo, la linea morada S
corresponde al consumo de sulfato con respecto al tiempo y la linea café X corresponde a la formacion de biomasa
con respecto al tiempo. Todas las graficas asemejan el comportamiento real de una cinética de Oleidesulfovibrio

alaskensis.
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Al momento de importar la libreria pyFOOMB, se importan tres clases fundamentales: 1)
BioprocessModel: que es la clase base para definir modelos de bioprocesos; 2) Caretaker: que es
el gestor que maneja el modelo, sus parametros y simulaciones; y 3) Visualization: es de utilidad
para graficar los resultados. Posteriormente, se define un a clase SequentialKinetic que se hereda
de BioprocessModel. El método clave es rhs (apéndice A, codigo 1), que calcula las derivadas
donde t es el tiempo, y es el vector de estados (para 4, L, S, P. Xy C), los parametros se obtienen
del diccionario model parameters del modelo y se retorna una lista con las seis derivadas. Ademas,
se tienen que definir los valores iniciales y los parametros en diccionarios. El Caretaker se encarga
de administrar el modelo y sus parametros permitiendo crear una instancia del modelo con la
parametrizacioén dada, simular el sistema para un tiempo determinado y manejar multiples réplicas
(instancias) del mismo modelo con diferentes parametros. Luego se pueden realizar diferentes
simulaciones con el método simulate para que devuelva un objeto con los resultados (tiempos y
trayectorias de los resultados). La clase Visualization proporciona un método show_kinetic data
para graficar las curvas de concentracion vs. tiempo, lo que permite generar figuras para cada

concentracion, mostrando su evolucion a través del tiempo.

La figura 13 muestra la evolucion temporal de las concentraciones de los principales
compuestos involucrados en el bioproceso; acetato (4), dioxido de carbono (C), lactato (L), sulfuro
(P), sulfato (S) y biomasa (X) durante una operacion por lote. Se observa que el lactato (L) es
consumido y utilizado como fuente de carbono y energia al tener una disminucion progresiva a lo
largo del tiempo. De manera simultanea, el sulfato (S) disminuye considerablemente al actuar
como aceptor final de electrones, lo que confirma su reduccién en el proceso disimilatorio.
Ademas, se evidencia la formacion de productos metabodlicos. El acetato (4) y el didoxido de
carbono (C) muestran un crecimiento sigmoidal hasta alcanzar una fase estacionaria. De forma
similar, el sulfuro (P) aumenta con el tiempo como producto de la reduccion del sulfato. Por otro
lado, la biomasa (X) presenta un crecimiento inicial hasta alcanzar un punto maximo seguido de
una fase de declive. Este comportamiento sugiere una fase exponencial limitada por la
disponibilidad de sustratos, seguida por una fase de decaimiento posiblemente asociada al

agotamiento de lactato y/o sulfato, asi como la acumulacion del producto inhibitorio (el sulfuro).
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4.1.1.2 Sensibilidad

Para este analisis se empled una ampliacion en el cédigo anterior para introducir una funcién muy
importante: sensibilidad de los pardmetros. El propdsito consiste en analizar coémo los pardmetros
influyen en las trayectorias de los estados, esto se hace mediante sensibilidades entre las derivadas
parciales de cada variable de estado con respecto a cada parametro. Las sensibilidades indican que

paradmetros tienen mayor impacto en la dindmica del sistema, esta informacion suele ser clave para:

1) Calibracion del modelo: identificando qué parametros pueden estimarse con mayor
precision a partir de datos experimentales.

2) Diseno de experimentos: para saber qué variables medir para obtener informacion sobre
pardmetros especificos.

3) Analisis de identificabilidad: para detectar pardmetros correlacionados o que apenas

afectan al modelo.

Este nuevo cédigo ampliado, ademas de las clases ya conocidas (BioprocessModel,

Caretaker y Visualization), se importan dos nuevas:

1) ObservationFuncion: que permite definir funciones de observacion (relacionando

estados con mediciones).

2) Measurement: maneja datos experimentales (aunque en este codigo no se usen

directamente).

Después se establece una semilla para el generador de nlUmeros aleatorios
(numpy.radom.seed(123)) para garantizar la reproductibilidad en caso de que se generen datos

sintéticos o se realicen perturbaciones aleatorias.

En resumen, este codigo permite modelar un sistema de reacciones acopladas con multiples
estados y pardmetros, simular su comportamiento dindmico, calcular sensibilidades para entender
qué parametros tienen mayor impacto en las predicciones del modelo, seleccionar parametros para
experimentos de calibracion o disefio y comparar diferentes métodos de aproximacion (diferencia

relativa o absoluta).
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Tabla 8. Sensibilidad de los parametros.

Parametros | § P L A C X
S1 < > > > > >
Ko > < > > < >
K4 > > > > < <
K, > > > < > <
K., < < < < > > Simbolo | Sensibilidad
Ky > > > > < > > Muy alta
umax > > > > > > > Alta
umaxy < > > > > > < Moderada
umaxs < > < > > > > Débil
Y > > < > < > < Despreciable
YP > > > < > >
Ay > < > < < <
Co < < < < < <
Ly < < < > > <
Py > > > > < <
So > > < > > >
X > > > > > >

El analisis de sensibilidad arrojé un total de 102 figuras de pardmetro y variable (figura A
30, Apéndice A). Los resultados se resumen en la tabla 8§ donde se muestra que los parametros
umax y k, influyen de manera significativa en todas las variables del sistema, esto es indicativo de
que la dindmica global esta fuertemente controlada por la tasa de crecimiento y los procesos de
inhibicion. YP presenta muy alta sensibilidad en las variables S, P, L, C'y X, lo que lo vuelve un
pardmetro clave en la formacion de productos. Por otro lado, las concentraciones iniciales de
biomasa (X)) afecta fuertemente todas las variables, esto confirma su impacto temprano en la

evolucion del bioproceso desde etapas tempranas (Tabla 8).
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A partir de los resultados de la tabla 8 se realizé una conversion a valores numéricos (material
complementario) para obtener el mapa de calor realizado con Rstudio de la figura 14, donde se

observa las relaciones entre parametros y las relaciones entre variables.

umaxd
L0
Kace
Klac

Figura 14. Mapa de calor de sensibilidades paramétricas del modelado de caja negra.

Fuente: elaboracion propia

El mapa de calor (Figura 14) muestra que los parametros umax, Y, S1, YP y Xo (con valores
altos de 4-5 en multiples variables) son los que principalmente afectan de manera simultanea el
crecimiento de biomasa, producto y consumo de sustrato. Los parametros Kco, Co y Ks muestran
baja sensibilidad, lo que sugiere que tienen un rol secundario en la ruta metabdlica. El clustering
de variables indica que algunas variables comparten dependencia paramétrica y que existen
modulos dinamicos agrupados, es decir, hay acoplamiento entre la reduccion de sulfato y el

crecimiento de biomasa y dependencia compartida del flujo electronico.
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4.1.1.3 Incertidumbre

Para esta seccion, se implementa un nuevo cédigo basado en la ampliacion del codigo en la seccion
de modelado, anteriormente descrita, con el proposito de realizar una estimacién de Monte Carlo.
Se pretende cuantificar la incertidumbre en los parametros del modelo disponiendo de los datos
experimentales con ruido para que, en lugar de obtener una tnica estimacion (que daria un valor
puntual), se generan multiples conjuntos de datos sintéticos con ruido y se estiman los parametros

de cada uno y asi, obtener una forma de analisis no lineal de incertidumbre.

Se define una clase SequentialKinetic de BioprocessModel para describir un cultivo
microbiano con seis variables de estado: Lactato (L), acetato (4), Sulfato (S), Sulfuro (P), Biomasa
(X) y Dioxido de carbono (C). Las ecuaciones que determinan el sistema son de la ecuacion 1 a 6.
Los parametros del modelo (constantes) se definen en un diccionario (model parameters) y los
valores iniciales en inicial values, para crear el objeto Caretaker que gestionard el modelo y las
simulaciones. El método caretaker,estimate realiza la optimizacion de parametros. Por defecto una
un optimizador global sin derivadas (diferential evolution). Se muestran los resultados y se
guardan en est (parametros estimados) y est_info (informacion del optimizador), luego se visualiza
la comparacion entre los datos experimentales y la simulacion con los datos estimados, junto con

la simulacion con los parametros verdaderos.

Posteriormente, la funcion noisy samples toma una simulacion (objeto TimeSeries) y
genera mediciones artificiales, selecciona aleatoriamente unos pocos puntos de tiempo, afiade
ruido gaussiano con error relativo y absoluto especificos y repite el proceso varias veces y lo
promedia para simular réplicas. Con ayuda del Caretaker se realiza una simulacion del modelo con
los parametros verdaderos y se aplica noisy_samples para obtener datos con ruido como se muestra

a continuacion en la figura 15.
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Figura 15. Cinética no estructurada de Oleidesulfovibrio alaskensis con distribuciones de los parametros
estimados con pyFOOMB.

El método clave es caretaker.estimate parallel MC sampling, ya que realiza lo siguiente:

1) Muestreo de Monte Carlo: aqui se generan multiples realizaciones del conjunto de datos
de entrenamiento, cada una con diferente ruido (usando la funcién noisy samples
internamente), para cada realizacion se ejecuta una estimacioén de pardmetros completa.

2) Configuracion: aqui se especifican los parametros a estimar (unknowns) y sus limites
(bounds). También se puede ajustar el nimero de islas (poblaciones) y los optimizadores
utilizados.

3) Convergencia: cada estimacion individual finaliza cuando se alcanza una tolerancia

relativa (rtol_islands) o tras un nimero méximo de evoluciones.

Dando como resultado final un gréafico tipo corner plot (apéndice B) que muestra las
distribuciones marginales y correlaciones entre pardmetros, junto con coeficientes de correlacion

final.

Nota: Comparacion entre datos simulados y experimentales para las concentraciones de acetato (4), didxido de
carbono (C), lactato (L), sulfuro (P), sulfato (S) y biomasa (X) en funcién del tiempo. Las lineas continuas representan
los valores estimados por el modelo, las lineas punteadas corresponden a los valores tedricos (ground truth), y los
puntos indican los datos experimentales con sus respectivas barras de error. En general, se observa un buen ajuste del
modelo para todas las variables, reproduciendo adecuadamente las tendencias de consumo de sustratos (L 'y S) y la

formacion de productos (4, C'y P), asi como la dinamica de decaimiento de la biomasa (X).
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Figura 16. Cinética no estructurada de Oleidesulfovibrio alaskensis donde se comparan las simulaciones
de los diferentes conjuntos de parametros con pyFOOMB.

Una vez obtenidas las multiples estimaciones, se pueden calcular estadisticos descriptivos
(media, desviacidon estandar, percentiles) para cada pardmetro, visualizar las distribuciones
empiricas mediante histogramas o diagramas de caja y comparar las estimaciones con los valores
verdaderos (es decir, los resultados para generar los datos sintéticos) para evaluar el sesgo y la

precision.

El andlisis de correlacion entre parametros estimados mediante muestreo Monte Carlo
revela que las correlaciones fuertes identificadas son Y vs YP con un valor de p=0.971 (correlacion
positiva), que implica que los rendimientos de sulfato y sulfuro estan estrechamente acoplados;
umax vs Y con un valor de p =-0.801 (correlacion negativa) que sugiere una compensacion entre
la tasa de crecimiento y eficiencia de conversion; kd vs umax con un valor de p = 0.892 (correlacion
positiva) que sugiere que mayores tasas de crecimiento se asocian con mayor mortalidad,

posiblemente por estrés metabolico.

Nota: Comparacion entre datos simulados y experimentales para las concentraciones de acetato (4), dioxido de
carbono (C), lactato (L), sulfuro (P), sulfato (S) y biomasa (X) en funcién del tiempo. La linea negra continua
representa la mediana de las simulaciones del modelo, mientras que la banda rija indica la variabilidad asociada a la
estimacion de los parametros. La linea punteada corresponde a los valores de referencia (ground truth) y los puntos
negros representan las mediciones experimentales con sus respectivas barras de error. En general, el modelo captura
adecuadamente la dindmica de consumo de sustratos (L y P), la formacion de productos (4, C, y P) y el
comportamiento de crecimiento y decaimiento de la biomasa (X), mostrando ademas una incertidumbre acotada en las

predicciones.
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Los parametros altamente correlacionados deben calibrarse simultdneamente, las
correlaciones positivas sugieren mecanismos regulatorios compartidos y las correlaciones
negativas indican trade-offs metabolicos, un principio biolodgico y de ingenieria que describe la
relacion inversa donde la maximizacion de la velocidad del producto se logra a expensas de la
eficiencia total en rendimiento o biomasa final como lo describe en sus estudios Frank (2010),
Lipson (2015) sugiere que bioenergéticamente, dependen de la disponibilidad de recursos, si el
objetivo es lograr un crecimiento rapido, los microorganismos utilizaran las vias metabolicas que
gastan mas energia (eficiencia energética menor) en lugar de optimizar la conversion de recursos
para generar biomasa. Sin embargo, Manhart et al. (2018) sugiere que, dependiendo del
microorganismo y el entorno donde se desarrolle, las correlaciones del crecimiento vs rendimiento
pueden indicar que el microorganismo se adapta a entornos inestables maximizando la tasa de
crecimiento o que maximizan el rendimiento en entornos estables. Dicho esto, y de acuerdo con
los resultados, se puede concluir que O. alaskensis utiliza su metabolismo para un crecimiento

rapido (alta umax) a costa de una menor eficiencia en la conversion de sustrato (bajo Y).

Cheng et al. (2019) describe que el metabolismo de desbordamiento puede estar acoplado
o desacoplado de la tasa de crecimiento, esto se traduce a que el trade-off es de naturaleza
bidimensional, donde el balance no depende de uno, sino de dos factores distintos que limitan el
crecimiento, lo que es evidente en este modelo al existir la correlacion negativa entre el crecimiento
vs rendimiento y al identificarse umaxy a b (asociado al lactato) como pardmetros dominantes. La
tabla 9 muestra un resumen de las distribuciones marginales y correlaciones entre parametros mas
relevantes, obtenida a partir de los resultados encontrados en el material complementario en el
apéndice C, ademas de incluir una recomendacion para futuras calibraciones (otro estudio no
desarrollado aqui) sobre el modelo.

Tabla 9. Resumen de los resultados de las distribuciones marginales, correlaciones entre parametros, y
coeficientes de correlacion final.

Parametro Identificacion Correlacion Recomendacion

S1 Alta (distribucion Baja Usar directamente en el modelo.
concentrada)

K Alta Baja Confiable, se debe mantener en la

calibracion.
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Kiac Alta Baja Bien definido, no necesita fijarse.
pmax Baja  (dispersion Fuerte con Y Fijar con literatura o validar con mas
amplia) (negativa) datos experimentales.

Y Baja  (dispersion Fuerte con umax  Igual que wmax, fijar o acotar con
amplia) mas experimentos.

Kace Media-baja Moderada  con Puede fijarse en un rango reportado
(histograma otros parametros  en literatura.
ancho)

Otros Media-baja Algunas Mantener solo si afectan

parametros correlaciones significativamente la salida del

entre si modelo; de lo contrario fijarlos.

Ademas, la tabla 8 permitio identificar que los parametros S/ (concentracion maxima de
producto), umax (tasa maxima de crecimiento), kd (constante de muerte), Yy YP (rendimientos)
ejercen la mayor influencia sobre las variables del sistema. En particular, S/ mostré alta
sensibilidad sobre la produccion de sulfuro (P), lactato (L), acetato (4) y biomasa (X), lo que
sugiere que la inhibicién por H,S (P) es un factor limitante dominante, en concordancia con
reportes previos de Keller (2014). La alta sensibilidad de umax y kd refleja la importancia de la

eficiencia energética y la tasa de recambio celular en la dindmica del cultivo.
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4.2 Propuesta de ruta metabolica
4.2.1 Recopilacion de informacion.
A partir de la informacion disponible de KEGG sobre el metabolismo del sulfato de O. alaskensis se realizé una bisqueda en bases de

datos y articulos cientificos para confirmar y complementar la tabla 3 del apartado de antecedentes. El resultado se encuentra en las

tablas de la 10 a la 15 que se muestran a continuacion.

Tabla 10. Reaccion bioquimica de la ruta de lactato a acetato mediante bases de datos.

RUTA DE LACTATO A ACETATO

Enzimas Reaccion Fuente
D-lactato (R)-lactato + una quinona & un quinol + piruvato
deshidrogenasa UniPro (1)*
(citocromo)
Piruvato- CoA + 2[2Fe-2S]-[ferredoxina] oxidada + piruvato = acetil-CoA + CO2 + H+ + 2[2Fe-2S]- UniProt (2)*
ferredoxina [ferredoxina] reducida
oxidorreductasa
Fosfotransacetilasa Acetil-CoA + Fosfato & Acetilfosfato + CoA UniProt (3)*
Acetato quinasa Acetilfosfato + ADP & Acetato + ATP UniProt (4)*

Nota: link de la base de datos con la informacion.

(1)* D-lactate dehydrogenase (cytochrome) - Oleidesulfovibrio alaskensis (strain ATCC BAA-1058 / DSM 17464 / G20) (Desulfovibrio alaskensis) | UniProtKB |
UniProt

(2)* https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q30WB5/entry

(3)* https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q30WB1/entry

(4)* https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q30WB0/entry



https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q30V99/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q30V99/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q30WB5/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q30WB1/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q30WB0/entry
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Tabla 11. Reaccion bioquimica de la ruta de sulfato a sulfuro mediante bases de datos.

RUTA DE SULFATO A SULFURO

Enzimas Reaccion Fuente
ATP sulfurilasa ATP + H+ + sulfate & adenosina 5'-fosfosulfato + difosfato UniProt (5)*
Pirofosfatasa Difosfato + H20 = H+ + 2 fosfato UniProt (6)*
Adenosina-5'- Adenosina-5'-fosfosulfato (APS) + 2 Electrones (ferredoxina o glutaredoxina reducida) &

k
fosfosulfato (APS) Sulfito + AMP BRENDA (7)
reductasa

[DsrC]-trisulfuro  sulfuro de hidrégeno + un [proteina DsrC]-ditiol + 2 quinonas = un [proteina DsrC]-trisulfuro  [UBMB (8)*

reductasa + 2 quinoles
Bisulfito [Proteina DsrC]-trisulfuro + 3 H20 + NAD(+) & [Proteina DsrC]-ditiol + 3 Expasy (9)*
reductasa H(+) + NADH + sulfito

(5)* https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q30Z34/entry

(6)* https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q310S1/entry

(7)* https://www.brenda-enzymes.info/enzyme.php?ecno=1.8.99.2

(8)* https://iubmb.gmul.ac.uk/enzyme/EC1/8/5/10.html

(9)* https://enzyme.expasy.org/EC/1.8.1.22



https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q30Z34/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q310S1/entry
https://www.brenda-enzymes.info/enzyme.php?ecno=1.8.99.2
https://iubmb.qmul.ac.uk/enzyme/EC1/8/5/10.html
https://enzyme.expasy.org/EC/1.8.1.22

Tabla 12. Reaccion bioquimica de conversion de acetato a sulfuro descrito en KEGG.

61

SULFURO A ACETATO
Enzimas Reaccion Fuente
Cisteina sintasa O-acetil-L-serina + sulfuro de hidrégeno = L-cisteina + acetato KEGG (10)*

(10)* https://www.genome.jp/entry/2.5.1.47



https://www.genome.jp/entry/2.5.1.47

Tabla 13. Descripcion de la via de sulfato a sulfuro.
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Activacion del sulfato: La primera reduccion de
sulfato a sulfito requiere dos equivalentes de
ATP, catalizados por la adeniltransferasa (ATP
sulfurilasa), produciendo adenosina-5'-

fosfosulfato (APS).

NH,
EC2.7.7.4 i [ a
O Sulfatoadenil O_?_O_?_O <N N..-)
g transferasa o [o} 0
S0y . _
© ‘bﬁ A . ? Adenosina 5'
Sulfato .+ ux B 0 OH fosfosulfato
o o o ’ N,r—)::\" 0 v Q O=F|}__D-
0-F-0-§-0-8-0 N OH—I%—O—%—OH 0
R, i OH  OH
ATP i

ATP + Sulfato = Difosfato + Adenosina 5~ fosfato

Reducciéon de APS: El APS es reducido a sulfito
y AMP mediante la APS reductasa, una enzima

que aumenta el potencial redox garantizando la

reduccion por electrones derivados del hidrogeno.

El complejo AprAB esta acoplado al transporte

electronico.

i ' ot w’
Adenosina 5 A o7 AMP
u fosfosulfato

9 Adenosina 5° fosfato + Aceptor red. = Aceptor + E'

AMP + Sulfito 0-5-0
Sulfito
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El modulo DsrJOP contiene DsrP, una
subunidad de membrana integral con diez hélices
transmembrana predichas, y DsrO, una subunidad
de hierro-azufre predicha para coordinar de tres a
cuatro grupos [4Fe-4S] 2+/1+, que juntos se
parecen al modulo NrfCD interactuante con
quinona ampliamente difundido en las
oxidorreductasas bacterianas. Ademas, las
proteinas DsrMK estan presentes en todos los
organismos que contienen DsrAB y DsrC, este
modulo cataliza la reduccion de DsrC-trisulfuro a
sulfuro de hidrégeno a través de la oxidacion del

grupo de quinonas (Barbosa et al., 2024).

Q
“0-S-0
. . Sulfito
o A
Quinol [ U N H,0
T fonsninsd H,0
H.0
[Proteina DsrC]-ditiol + Sulfito + 2 quinoles =2
quinonas + 3H20 + [Proteina DsrC]-trisulfuro .
Quinona

DsrC ccq5122

EC1.8.8.1

Los electrones del grupo de quinonas reducen
consecutivamente los hemo b de DsrM, el centro
catalitico no cubano [4Fe-4S] 3+/2+ de DsrK y,
finalmente, el DsrC-trisulfuro, con liberacion

concomitante de sulfuro (Barbosa et al., 2024).

(4]

[Proteina DsrC]-trisulfuro + quinol = [Proteina DsrC]-ditiol red. +
S

s Sulfuro de hidrogeno + quinona S/ \5
H™ H
Sulfuro de ~ : = B
. 5 an e, sr
Hidrogeno 2 I 2 £C1.8.1.22
L | Quinona Quinol
Y EC 1.8.8.1




Tabla 14. Descripcion de la via de lactato a acetato.
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Oxidacion de lactato: La enzima lactato
deshidrogenasa independiente de nucledtidos

de pirimidina, ligada a la membrana y

e — LT

EC1.1.5.12

. . Ldh B
orientada al citoplasma, transforma el lactato (1] Y "||_|++
. uinona + (R)-Lactato|= Quinol + 2H+ + Piruvato
en piruvato. Q 0( ) Q
[’)I“:"' o tteea... N A
| | 3"
\{J HsC a LV/J
e '
Piruvato
Oxidacion de piruvato: El piruvato es
Qmo C
oxidado a Acetil-CoA y CO: mediante la
piruvato:ferredoxina oxidorreductasa (PFOR)
soluble.
e, oxidada
. ., s,
La PFOR cumple con 3 funciones SN o
. . . Piruvato\s,/" """" v H!C\")ko_
simultdneamente, producir acetil-CoA, Vasy ) 1
. . @ oo BRI e PIVAD e CO:
reducir ferredoxina (portador de electrones Coh+ 2(2Fe-2 SJoxid. + Piruvato= 2(2 Fo2 51 red. s
. . . CO2 + H+ + Acetil-CoA . NH;
bajo potencial redox) y convierte la fuente de . 2 Dy My
carbono del lactato a piruvato en energia o © o ooy
Acetil-CoA HO G o
eqe -R,
utilizable en forma de electrones. "o
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El acetil-CoA se convierte en acetilfosfato

mediante la enzima fosfato-acetiltrnansferasa

Hq o N
/"\ .J'I R =
\T R HW \! N
0 k
Acetil-CoA HO & om
o Fosfato + Acetil-CoA = CoA + Acetilfosfato

~Ry
2 HO
-] « 4 3cetl asa ~
o DHE, LH aQ @'ﬂ J“ -.--""‘.' tresin. i
HE .~ ,u.x_,« F,o—g—o —F-a. .l P l;"'

..... |
L & o) Acetil V¥ cH, “.DZDT_D
CoA I fosfato
0:.;_5 0 (o]
o:IL—O'
=

El acetato quinasa transforma el acetilfosfato

en acetato, generando ATP.

AC et i I CHE HyN

fosfato /& N{:’“)
0 0 D od o i L

—P—0—P—0—P—
1 o & o °
O0=—pP—0
4 OH OH
o
o ADP + Acetilfosfato = ATP + Acetato - ¢ Acetato H o
NH;

: . | /
: uinasa
o 0 Iy =y, q H—C—C
HD_,,'_D_,%_O < EC2.7.2.1
O

=
| N
OH OH o N

ADP
o Acetato




Tabla 15. Complejos transmembrana conservados (TMC) identificados en las rutas metabdlicas del lactato y sulfato.
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QmoABC: Fundamental para la reduccion de sulfato,

proporciona electrones a la APS reductasa.

DsrMKJOP: El Dsr-trisulfuro interactua fuertemente, od. +
como posible sustrato, con la DstMKJOP (unido a s S
membrana y al flujo de electrones).

La constante de Michaelis-Menten ( Ky ) para el DsrC- EC18.1.22

trisulfuro probablemente esté en el rango 200 =27 nM a
25°C (Barbosa et al., 2024).

EC1.8.8.1

PERIPLASMA
QrcABCD: Presente en algunos géneros de

Desulfovibrio, que recibe electrones de deshidrogenasas

kuk\LL\\\xtL\\
CITOPLASMA

periplasmicas y de la deshidrogenasa de formiato a través

del citocromo cs tetrahemo tipo I (Tpl c3) (Keller, 2014).

Mediante el andlisis integrado de bases de datos bioinformaticas y literatura especializada, se establecio la ruta metabdlica de O.

alaskensis, la cual se presenta en la Figura 17.
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4.2.2 Propuesta de mapa metabdlico.

PERIPLASMA
QR

o]
\fLO'
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/ . ; QH: faus L....T M o Ty L 1.---.- EEEE R EC1.1.5.12 vt }jf Y ij (
JUJUUN \}\ St MQ ' ‘ whriree b BMQ s Ldh A I
\,LLLLL UCUCCCOLT P13 LLU..U.,LL
Ldh B e H
w3l
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Figura 17. Propuesta de mapa metabolico de la via del sulfato y la via del lactato
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La ruta metabolica de Oleidesulfovibrio alaskensis analizada en este trabajo (resumida en la figura

17) consta de dos vias principales interconectadas:
A) Via de Reduccion del Sulfato.
B) Via de Oxidacion del Lactato
Las cuales estan acopladas a través del flujo de electrones y la conservacion de energia.

En la via del sulfato, el proceso inicia con la activacion del sulfato (SO4>-), una molécula
quimicamente inerte, mediante la enzima ATP sulfurilasa (también denominada sulfato
adeniltransferasa). En esta reaccion el sulfato reacciona con ATP para formar adenosina-5’-
fosfosulfato (APS) y pirofosfato (PPi). Posteriormente, el APS es reducido a sulfito (SOs*) por la
enzima APS reductasa, utilizando electrones provenientes del sistema de transporte electrénico,
generando AMP como producto. El sulfito es posteriormente reducido a sulfuro mediante el
sistema disimilatorio de reduccion de sulfito. En esta etapa participa el complejo disimilatoria
sulfito reductasa (complejo DsrAB). Este complejo cataliza la reaccion del sulfito utilizando su
cofactor catalitico siroheme-[4Fe-4S], generando especies reducidas de azufre que son transferidas
a la proteina DsrC. Como resultado, DsrC alterna entre su forma reducida (ditiol) y un estado
oxidado en la forma de trisulfuro (DsrC-trisulfuro), un intermediario clave en esta via.
Posteriormente, el DsrC-trisulfuro es reducido a sulfuro de hidrogeno (H,S) por el complejo de
membrana DsrMKJOP. Dentro de este sistema, el mdédulo DsrMK cataliza directamente la
reduccion del trisulfuro, mientras que el subcomplejo DsrJOP participa en la transferencia
electronica desde el pool de quinonas. En particular, DsrP corresponde a una proteina integral de
membrana con multiples hélices transmembrana, mientras que DsrO contiene centros hierro-azufre
([4Fe-4S]) que facilitan el flujo electronico. Este proceso estd acoplado a la oxidacién de
menaquinol (MQH,;) a menaquinona (MQ), lo que permite la transferencia de electrones hacia el
DsrC-trisulfuro. En consecuencia, se libera H,S y se regenere la forma ditiol de DsrC (Barbosa et
al., 2024). De manera simultanea, este flujo electronico contribuye a la generacion de un gradiente
electronico a través de la membrana, el cual es aprovechado para la sintesis de ATP en la via del

lactato.

En la via del lactato, el lactato actia como principal donador de electrones y fuente de

carbono. Este es oxidado a piruvato por una lactato deshidrogenasa de membrana (LdhABC),
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independiente de NAD+/NADH soluble y acoplada al pool de quinonas (menaquinonas),
generando quinoles (menaquinoles) reducidos. Posteriormente, el piruvato es convertido a acetil-
CoA por la enzima piruvato ferredoxina oxidorreductasa, produciendo CO, y reduciendo
ferredoxina. El acetil-CoA es transformado en acetilfosfato por la fosfato acetiltransferasa (Pta), y
posteriormente en acetato por la acetato quinasa (Ack), generando ATP por fosforilacion a nivel

de sustrato. Esta etapa representa una de las principales fuentes de energia metabolica.

El acoplamiento entre ambas vias ocurre a través del transporte de electrones. El complejo
QmoABC transfiere electrones desde el pool de menaquinoles hacia la APS reductasa (AprAB),
facilitando la reduccion de APS. Asimismo, otros donadores de electrones como hidrogenasa
periplasmaticas y la formiato deshidrogenasa contribuyen al flujo electronico a través de

citocromos tipo ¢, incluyendo el citocromo c; tetrahemo.

Finalmente, la generacion de biomasa en O. alaskensis esta estrechamente asociada a la
oxidacion de lactato, ya que esta via no solo proporciona energia (ATP), sino también
intermediarios centrales (como la Acetil-CoA) necesarios para la biosintesis celular, en

concordancia con lo reportado para bacterias sulfato-reductoras.

4.2.3. Anadlisis de grados libertad para la ruta metabdlica propuesta

Para calcular numéricamente los GL de la ruta metabdlica propuesta (Fig. 17), se siguid la
metodologia que considera como primer paso proponer un sistema lineal de ecuaciones
estequiométricas independientes, contabilizando sus flujos y nodos principales, para finalmente

comparar los resultados sobre sistemas sulfato-reductoras (Desulfovibrio spp.).
a) Calculo de Flujos (F), Nodos (N) y Mediciones (M)

Para que el modelo tenga sentido matematico, se extrae la red metabolica central simplificada de

la Figura 17 sin considerar protones libres y agua por balance hidrostatico:

A. Los Flujos del Sistema (F =11)
VU1(Ldh):Lactato—Piruvato + Quinona reducida(MQH)
Uz(por):Piruvato + CoA—Acetil_CoA + CO, + Ferredoxina reducida(Fd;¢q)

U3(pta):Acetil — CoA + Pi —Acetilfosfato + CoA
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Us(ack): Acetilfosfato + ADP—Acetato + ATP
Us(sat): Sulfato + ATP —APS + PPi
Us(apr): APS + Aceptoryeq —Sulfito + AMP + Aceptor,y

U7(psr aB): Sulfito + 2Quinoles »Proteina DsrC_trisulfuro

Ug(Dsr C/K/J/M/0)"
Proteina DsrC_trisulfuro + Quinol —Sulfuro de Hidrégeno + Quinona

Ug(Qmo): Reoxidacion de quinonas acoplada al complejo Apr

V10(qrc): Complejo aceptor de electrones/bombeo de protones transmembranal
V11(Biomasa): Consumo de ATP y Acetil — CoA

. Los Nodos Internos en Estado Estacionario (N = 8). Metabolitos que estan obligados a
balancearse netamente en el citoplasma (Entradas = Salidas):

1. Piruvato

Acetil-CoA

Acetilfosfato

APS

Sulfito

[Proteina DsrC]-trisulfuro

Pool Redox de Quinonas/Quinoles

© N kWD

Ferredoxina

. Mediciones Extracelulares (M = 6)
1. Tasa de consumo de Lactato

2. Tasa de produccion de Acetato
3. Tasa de consumo de Sulfato

4. Tasa de produccion de Sulfuro
5. Tasa de produccion de Biomasa
6. Tasa de produccion CO,

. Célculo de los Grados de Libertad (GL)
Se aplica la ecuacion para el Andlisis de Flujos Metabolicos (MFA)

GL=11-8—-6=-3
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Desde la perspectiva de Analisis de Flujos Metabolicos (MFA), un valor de GL = —3 clasifica a
esta red como un sistema matematicamente sobredeterminado. Biol6gicamente, esto significa que
el modelo posee un indice de redundancia igual a 3, lo que implica que se cuentan con restricciones
analiticas independientes adicionales a las estrictamente necesarias para resolver la topologia
interna del mapa metabolico. Desde el punto de vista de practico, tener redundancia es una ventaja
ya que sirve como un Filtro de "Caja Negra" contra mediciones defectuosas por ejemplo si existiera
un sensor de lactato y tuviera un error del 20% en un sistema GL =0 no se detectaria y los flujos
calculados de ATP estarian mal y existiria un residual lo cual no cuadraria al balance de carbono.
Lo mas valioso del mapa son los complejos que acoplan la energia (la translocacion de protones y
la ATP sintasa). Como no se puede instrumentar un sensor dentro de la bacteria para medir cuanta
energia genera cada complejo en tiempo real, las 3 dimensiones de redundancia exterior
"acorralan" matematicamente a las variables internas, obligdndolas a tomar el unico valor fisico y
termodinamico real posible. Es decir, al medir 6 variables, se crearon 3 dimensiones de control
independientes (Carbono, Azufre y Electrones). Estas 3 dimensiones actuan como paredes
matematicas que acorralan a los flujos internos de la membrana, obligdndolos a tomar un tnico
valor real y permitiéndonos corregir los errores del laboratorio con rigor estadistico. La
configuracion experimental disefiada (6 mediciones extracelulares) transforma el mapa metabodlico
tedrico en una poderosa herramienta de diagnostico cuantitativo. Pasar de un modelo puramente
teorico (GL=0) a un modelo sobredeterminado (GL=-3) permite discriminar con precision
matematica el flujo real de electrones y la tasa de sintesis de ATP en condiciones anaerobias reales.
El calculo de GL = —3 mostr6 que la red catabdlica central de las bacterias sulfato-reductoras esta
fuertemente acoplada. Esto coincide con los hallazgos cuantitativos de Tang et al. (2007), quienes
mediante perfiles metabdlicos asistidos por *C determinaron que la practica totalidad del lactato
sigue la via lineal hacia acetato. Ademas, el balance perfecto en los nodos redox internos esta
sustentado por los modelos quimiosmoticos de Pereira et al. (2011) y Keller et al. (2014), donde
los complejos transmembrana Qmo y Dsr operan como compuertas estequiométricas rigidas que

ligan la oxidacion del donador con la reduccion del aceptor a través del pool de menaquinonas.



72

4.3 Modelo cinético estructurado de la ruta metaboélica propuesta
4.3.1 Modelo estructurado propuesto para la ruta metabolica para operacion por lote.
Las reacciones estequiométricas mejor identificadas en la literatura basada en Keller et al., (2014),
Lopez-Pérez (2013), Neria-Gonzdlez (s.f.) y las bases de datos bioinformaticas, que son la base

para el modelado estructurado:

1) Activacion y reduccion de sulfato
a) Activacion del sulfato (ATP sulfurilasa)
S0%~ + ATP= APS + PPi
b) Reduccion de APS (APS reductasa, AprAB + QmoABC)
APS + 2e™2 S5~ +AMP o mis especificamente
APS + MQH,= MQ + S5 +AMP
¢) Reduccion de sulfito a sulfuro (DsrAB + DsrC + DsrMKJOP)
S0%~ + 6e™ + 6H"=H,S + 3H,0 o mas especificamente
S0%~ + 3MQH,=H,S + 3H,0 + 3MQ
2) Oxidacion de lactato (fuente de electrones y carbono)
a) Lactato a piruvato (LdhABC, acoplada a quinonas)
Lactato + Q = Piruvato+ (H,
b) Piruvato a acetil-CoA (PFOR)
Piruvato + CoA + Fd,,= Acetil_CoA + O, + Fd,,,
c¢) Formacioén de acetato (generacion de ATP en 2 pasos)
Paso 1: Acetilcyg +Pi= Acetilfostato + CoA
Paso 2:  Acetilfosfato + ADP= Acetato + ATP
3) Reaccién global simplificada

2 Lactato + SO; = 2 Acetato + H,S + 2HCO3
Modelo propuesto:

Balance para la concentracion de sulfato (S):

o= v a1 —()] [l 10 0

Balance para la concentracion de adenosina 5° fosfosulfato (B):
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it = wman (e () ®

Balance para la concentracion de sulfito (D):

2 = pmax2( 22 )x(50) ©)

Balance para la concentracion de sulfuro (P):

a
S .Ib
2 _ (umax - YP)[l L ] [ ]x-L (10)
Balance para la concentracion de lactato (L):

2 umaxd)[ ]| () |¢ an

Balance para la concentracion de piruvato (E):

e = wmaxt (X () 12

Balance para la concentracion de acetil-CoA (F):

d_ - pma X6(kf+F)X(Kc§+C) (13)

Balance para la concentracion de acetil fosfato (G):

% — pma x7(kG-|1-:G)X(ch+C) (14)

Balance para la concentracion de acetato (4):

2~ Gumax3) e || () Jx (15)

Balance para la concentracion de didxido de carbono (C):

LC
dt (‘umaxs)[C+kCO] [(klac+LC)]X (16)
Balance para la concentracion de biomasa (X):

Z—f = (—,umax)[l —(g)]a[(ﬁiu)]X —kd- X-LP (17)
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Tabla 16. Variables del modelo estructurado.

Nombre de la variable Nomenclatura en el modelo

Sulfato S

Adenosina 5’ fosfosulfato

Sulfito

Sulfuro de hidrégeno

Biomasa

Lactato

Piruvato

Acetil-CoA

Acetilfosfato

> Qo1 o o X | O W

Acetato
CO, C

El modelo considera concentraciones iniciales de sulfato [S,] = 5655 mg/L; sulfuro [P,] =29 mg/L;
biomasa [X,] = 20 mg/L; lactato [L,] = 4640 mg/L; acetato [4,] = 0.1 mg/L; Dioxido de carbono
[C,] = 10 mg/L; adenosina 5’ fosfosulfato [B,] = 0.1 mg/L; sulfito [D,] = 0.1 mg/L; piruvato [E,]
= 0.1 mg/L; acetil-CoA [F,] = 0.01 mg/L; acetilfosfato [G,] = 0.1 mg/L. Asi mismo, considera
parametros cinéticos de S/ = 680; k,.. = 1500; k;,.= 95000; k= 0.0009048; k.,= 900; k= 0.04;
umax= 0.13; umax; = 0.6; umaxs = 0.12; Y="7.5; YP=1; a= 1.9; b= 0.001; c=1.5; k, = 0.036;
umax ;= 0.000056; ks> = 0.12; umax,= 0.0055; k,= 0.011; umax,= 0.000078; k= 0.017; umaxs=
0.00015; k,= 0.00012; umax; = 0.00038. A partir de estos datos se obtuvieron los graficos de la

figura 18 que incluye sustratos, productos e intermediarios metabolicos.

4.3.2 Analisis de GL del modelo estructurado propuesto
El analisis de GL a partir de las ecuaciones diferenciales 7-17 del modelo matematico propuesto y

su contraste con el mapa metabodlico de la ruta requiere los siguientes supuestos:

e Definir los balances independientes en estado de equilibrio dindmico y las tasas de flujo

que interactian hacia el exterior.
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Andlisis de Variables y Ecuaciones del Modelo Matematico: Variables de Estado
(Concentraciones en el tiempo, V = 11 o F=11). El modelo plantea exactamente 11
ecuaciones diferenciales para 11 compuestos clave:
1. S: Sulfato

B: Adenosina 5'-fosfosulfato (APS)

D: Sulfito

P: Sulfuro

L: Lactato

2
3
4
5
6. E: Piruvato
7. F: Acetil-CoA
8. G: Acetilfosfato
9. A: Acetato
10. C: Dioxido de carbono
11. X: Biomasa
Nodos Internos Restringidos (N = 5). Para el andlisis clasico de grados de libertad en estado

metabolito

: . d . : .
estacionario celular 2 = U, Unicamente se consideran como nodos algebraicos

aquellos compuestos puramente intermedios (que no escapan de forma neta al medio
extracelular o acumulativo). De acuerdo a las ecuaciones cinéticas, los intermediarios

metabolicos intramembranales/citoplasmaticos estrictos son:

1. B(Adenosina 5-fosfosulfato) —>Eq. (8)

2. Dsufit)y —Eq. (9)

3. Eiruvae) —Eq. (12)

4. F(acetil-con) —Eq. (13)

5. Gacetil fosfato) —Eq. (14)
Mediciones Extracelulares / Flujos Macroscopicos (M = 6). Las variables restantes
corresponden a compuestos que se consumen, secretan o acumulan de forma medible en el
medio exterior (biorreactor). Las ecuaciones diferenciales asignan dindmicas
macroscopicas directas acopladas a la concentracion de Biomasa (X):

1. Tasa de consumo de Sulfato (S) —Eq. (7)

2. Tasa de produccion de Sulfuro (P) —Eq. (10)

3. Tasa de consumo de Lactato (L) —Eq. (11)
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4. Tasa de produccion de Acetato (A) —Eq. (15)
5. Tasa de produccion de Didxido de carbono (C) —Eq. (16)
6. Tasa de crecimiento de Biomasa (X) —Eq. (17)
e Flujos / Pasos de Reaccion Cinética (F = 11). Cada término de velocidad regulado por un
pardmetro . ; representa una velocidad de flujo metabodlico neto que cruza el sistema.
Contamos 11 velocidades principales acopladas a los términos cinéticos.

e (Calculo del GL, sustituyendo los valores extraidos directamente de modelo propuesto:

GL=1 1(Velocidades cinéticas) ~ 5(Nodos internos) ~ 6(Flujos externos medidos) — 0

GL=0, es estrictamente determinado, lo que ocurre porque el modelo matematico asume cinéticas
acopladas rigidas, no existe redundancia libre independiente en el sistema de ecuaciones
diferenciales, el modelo obliga a que las tasas internas se resuelvan de forma univoca a partir de
las trayectorias de las 6 variables medibles.3. Por lo tanto, si en el laboratorio se monitorea la
velocidad con la que la bacteria consume Lactato, produce Acetato y consume Sulfato, se puede
calcular matematicamente el 100% de las velocidades de las reacciones internas (como la actividad
de los complejos Qmo, Apr, Dsr y la sintesis exacta de ATP celular) mediante un sistema de
ecuaciones lineales simple, sin necesidad de adivinar o usar optimizaciones complejas. El hecho
de que el formalismo cinético resulte en GL= 0 demuestra que el modelo matemaético propuesto
en las ecuaciones (7-17) captura la continuidad de masa del mapa metabdlico sin dejar "cabos
sueltos" o rutas metabdlicas alternativas no controladas. Sin embargo, aunque el sistema global
posea cero grados de libertad para determinar el valor neto de los flujos en estado estacionario, la
distribucién temporal del transitorio depende estrictamente de la sensibilidad de estos parametros

cinéticos, impidiendo la acumulacion toxica de intermediarios como el sulfito (D) o el piruvato

(E).
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Figura 18. Cinética de Oleidesulfovibrio alaskensis de las concentraciones de lactato, acetato, sulfato.
Sulfuro, biomasa y carbono, con enzimas involucradas de la ruta del lactato y sulfato.
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Figura 19. Concentraciones de todas las variables dinamicas del modelo estructurado.
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Figura 20. Concentraciones de las variables dinamicas de la via del sulfato en el modelo estructurado.
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Figura 21. Concentraciones de las variables dinamicas de la via del lactato en el modelo estructurado.

Las figuras 18 y 19 muestran los perfiles dindmicos de las concentraciones de los metabolitos y
biomasa involucrados en la ruta metabodlica de la reduccion del sulfato acoplada a la oxidacion del
lactato. Se observa la evolucion temporal del sulfato (S), adenosina-5"-fosfosulfato (B), sulfito (D),
sulfuro de hidrégeno (P), biomasa (X), lactato (L), piruvato (E), acetil-CoA (F), acetilfosfato (G),
acetato (4) y dioxido de carbono (C). En la figura 20 se muestran solo las concentraciones
asociadas a la via del sulfato (S, D, P, C, B y X). En la figura 21 se muestran solo las

concentraciones asociadas a la via del lactato (4, C, E, F, G, L y X).

Se observa el consumo progresivo de los sustratos principales, lactato (L) y sulfato (S),
acompanado de la formacion de intermediarios metabodlicos los cuales presentan dindmicas
transitorias. Paralelamente, se evidencia la acumulacion de productos finales como acetato (A4),
diéxido de carbono (C) y sulfuro de hidrégeno (P). La biomasa (X) muestra un incremento inicial

seguido de una estabilizacion, reflejando la fase de crecimiento y posterior limitacion por sustrato.
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4.3.2.1 Sensibilidad

El anélisis de sensibilidad para el modelo estructurado sigui6 la misma estructura que del modelo

no estructurado obteniendo la tabla 16.

Tabla 17 Sensibilidad de los parametros y las distintas variables.

S B D P L E F G A C X
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Ay < < < < > > < < > < <
By < < < < < < < < < < <
Cy < > < < < > < > < < >
Dy < < < < < < < < < < <
E, < < < < < > < < < < <
Fy < < < < < < < < < < <
Gy < < < < < < < < < < <
Ly < < < < > < < < > < <
Py < < < < < < < < > < <
Sy < < > > < < < < < < >
X > < < > < < < > > < >

Simbolo | Sensibilidad

Criterios para medir la influencia en cada variable: S Myl
e Magnitud absoluta > Alta
e Normalizar valores < Moderada
1 . > Débil
¢ Que no se cancelen entre si y no generen efectos no lineales
< Despreciable

El analisis de sensibilidad arrojo un total de 385 figuras de parametro y variable (figura A 32,
Apéndice D). Los resultados se resumieron en la tabla 16 e indican que la tasa maxima de
crecimiento (umax) es el parametro con mayor influencia global, mostrando sensibilidad muy alta
en multiples variables del sistema, incluyendo sulfato (S), sulfuro (P), lactato (L), acetato (4) y
biomasa (X). Asimismo, el rendimiento (Y) y (YP) presentan alta sensibilidad en varias variables,
especialmente en productos y biomasa. Entre los parametros cinéticos, ks, kd, a y algunos términos
asociados a la inhibicion muestran sensibilidad muy alta, pero de forma mas localizada en
metabolitos especificos. Ademas, las condiciones iniciales, particularmente X, influyen

fuertemente en varias variables, confirmando su rol determinante en la dinamica del bioproceso.
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A partir de la tabla 17 se realiz6 una conversion a valores numéricos (material complementario)
para obtener el mapa de calor realizado con Rstudio de la figura 22, donde se observa las relaciones

entre parametros y las relaciones entre variables.
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B
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Figura 22. Mapa de calor de la sensibilidad del modelo estructurado, variables y pardametros.
El mapa de calor de sensibilidad (figura 22) revela una organizacion interna coherente, se identifica
un subconjunto reducido de pardmetros con influencia sistematica elevada sobre multiples

variables, como en andlisis previos donde umax, Y, y YP siguen dominando, lo que sugiere
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acoplamiento dindmico y posible colinealidad funcional. Asi mismo, se observa que varios
pardmetros presentan impacto marginal. Ademas, los clustering de variables reflejan acoplamiento
entre el crecimiento y produccion, al igual que dependencia compartida de flujo metabdlico, esto
es coherente con sistemas metabdlicos reales, donde pocas reacciones clave (enzimas limitantes)

determinan el comportamiento global de la ruta.

Si comparamos el primer mapa de calor obtenido (figura 14) con este mapa de calor (figura
22), podemos concluir que el modelo completo no introduce ruido artificial, sino que amplifica

una estructura ya presente en el nucleo metabdlico.

Los parametros enzimaticos como umax; y umax, resultaron tener una influencia baja en
comparacion con otros parametros como umax. Esto no significa que los parametros de esas
enzimas no sean importantes, sino que su regulacion podria estar subordinada a limitaciones mas
globales. Mori et al. (2017) demostraron en su estudio donde vincularon la tasa de crecimiento, la
ingesta de la fuente de carbono y costos biosintéticos de E. coli, que el crecimiento 6ptimo es el
resultado del equilibrio entre la maximizacion del rendimiento y la minimizacidén de la carga
proteica, esto sugiere que la baja sensibilidad de los parametros individuales, comparada a la alta
sensibilidad de la tasa maxima de crecimiento podria interpretarse bajo el marco de los costos de
inversion enzimatica. Es decir que la célula enfrenta una disyuntiva en la asignacion de recursos
limitados para la sintesis de proteinas, priorizando aquellas que maximizan la tasa de crecimiento
global bajo las condiciones imperantes de inhibicion por sulfuro, en lugar de optimizar rutas

enzimaticas individuales.

4.3.2.2 Analisis de trayectorias y rendimientos con PCA y Random Forest para la produccion
de H,S (P).

En esta seccion se realizé un codigo que usa la simulacion del modelo estructurado y su analisis

de sensibilidad y se incorpor6 machine-learning para entender como los pardmetros del modelo

(velocidades, rendimientos, constantes) afectan la produccion de H,S (P), cdmo influyen en la

forma de las trayectorias temporales de las variables y que pardmetros son mds importantes para

optimizar el proceso, usando librerias como pyfoomb (simulacion de bioprocesos), scikit-learn

(PCA, Random Forest) y matplotlib / seaborn (Visualizacion).

A partir de la clase SequentialKinetic obtenida de BioprocessModel de la libreria de

pyfoomb define un sistema de 11 ecuaciones diferenciales ordinarias (EDOs) que representan la
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evolucion temporal de las variables de estado (y): 4, B, C, D, E, F, G, L, P, Sy X, y los parametros
del modelo. Donde el método rhs calcula las derivadas de estado de las variables (dXdt, dSdt, etc)
siguiendo cinéticas tipicas de fermentacion (crecimiento de biomasa con inhibicion de producto y
limitacion de sustrato, muerte celular dependiente del sustrato, consumo de lactato y los pasos

secuenciales de enzima a enzima en el metabolismo del microorganismo).

Se generd un dataset variando parametros con la funcién
generate _bioprocess_dataset(n_samples=200) donde toma los pardmetros base y los varia
aleatoriamente entre £30% (factor 0.7 a 1.3) y para cada conjunto ejecuta una simulacidon completa,
guarda los valores finales de todas las variables de estado, clasifica el resultado en una categoria
(alto/medio/bajo rendimiento o rendimiento pobre) segun los valores de P_final y X final y retorna
(x) una matriz de caracteristicas (los parametros variados), (y) etiquetas de clase y (feature_names)

nombres de parametros. Esto convierte el sistema en un dataset de aprendizaje supervisado.

En el andlisis exploratorio y PCA para un subconjunto de parametros, se muestra un
pairplot de seaborn que colorea por clase y ayuda a visualizar relaciones entre pares de pardmetros

y separabilidad de las distintas categorias de rendimiento.
Después se realizd un analisis mas completo con 3 etapas:

1) Relacion de parametros con la formaciéon de H,S (P). Aqui se calculan correlaciones
lineales entre cada pardmetro y P_final. Entrena un Random Forest Regressor para
predecir P_final a partir de los parametros. Obtiene la importancia de cada parametro
en la prediccion. Y visualiza los 3 parametros mas importantes vs P_final.

2) Relacion de parametros con la forma de trayectorias. Se extraen caracteristicas de
la trayectoria de P (valor maximo, area bajo la curva, tasa maxima de crecimiento, etc.),
se aplica PCA sobre esas caracteristicas para reducir dimensionalidad. Usa K-means (3
clouster) para agrupar trayectorias segun la forma. Entrena un Random Forest
Classifier para predecir el clouster de trayectoria a partir de los parametros. Por tltimo,
identifica que pardmetros discriminan mejor entre formas de trayectoria.

3) Comparacion integrada. Compara la importancia de cada pardmetro para predecir
P_final vs predecir la importancia de la trayectoria y destaca parametros que afectan

solo el valor final y no la forma, o viceversa.
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La importancia de caracteristicas (Random Forest) y las correlaciones revelan que pardmetros
controlan el resultado final y cuales afectan la cinética (forma de la curva). Ademads, ayuda a

visualizar patrones complejos en las trayectorias o en los parametros.
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Figura 23. Analisis de correlacion entre parametros del modelo expandido y el producto (H,S).

La figura 23 representa el analisis de correlacion entre parametros del modelo y el producto
final P (H,S), complementado con diagramas de dispersion para los pardmetros mas influyentes.
El andlisis de correlacion muestra que umax presenta la mayor asociacion positiva con P (r=0.74),
indicando que los incrementos en la tasa maxima de crecimiento se traducen en mayores
concentraciones finales de producto. Por otro lado, el rendimiento Y muestra una correlacion
negativa moderada de -0.42, lo que sugiere un efecto compensatorio entre el crecimiento y la
formacion de producto. De igual manera, el pardmetro ¢ muestra una correlacion negativa, aunque
con menor magnitud (r=-0.26). El resto de los parametros presentan correlaciones débiles menores

a 0.2, indicando una influencia limitada sobre el producto en el rango evaluado.
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Figura 24. Ranking de los diez parametros mads relevantes en la prediccion de formacion de producto.
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La figura 24 presenta un ranking de los diez pardmetros mas importantes para la prediccion
del producto segun su contribucién relativa dentro del modelo. Se muestra una dominancia
significativa del pardmetro umax, con una importancia aproximada de 0.59, es decir, mas de la
mitad de la contribucion total, seguida por ¥ con una importancia cercana a 0.30, mientras que el
resto de los pardmetros presentan contribuciones significativamente menores a 0.05. Desde un
punto de vista para la calibracion del modelo, los ajustes en umax y Y resultan importantes para

mejorar la capacidad predictiva del producto H,S (P).
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Figura 25. Andlisis de las trayectorias dinamicas del producto en relacion a los parametros del modelo

expandido.

La figura 25 presenta el andlisis de la forma de las trayectorias dindmicas del producto (P)
mediante reduccion de dimensionalidad (PCA) y agrupamiento no supervisado. El analisis de
componentes principales muestra que los dos primeros componentes explican practicamente la
totalidad de la varianza de las trayectorias indicando que la variabilidad dindmica del sistema

puede representarse en un espacio de baja dimensionalidad.
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La figura 25 deja ver la existencia de tres patrones dindmicos diferenciados, asociados
principalmente a desplazamientos en el tiempo de crecimiento y velocidad de saturacion de
producto, mas que a cambios en el valor final alcanzado. El PCA confirma esta separacion de

clusteres, mostrando agrupamientos bien definidos.

El anélisis de importancia paramétrica para la forma de trayectorias indica que ¢ y Y son
los principales determinantes de la morfologia de la dinamica, seguidos por umax y umax,
mientras que a presenta una contribucion menor. El andlisis especifico del efecto de ¢ muestra que
variaciones en estos parametros modifican principalmente la pendiente y el tiempo de transicion
de la fase exponencial, desplazando la cinética de saturacion por producto sin alterar
significativamente el estado estacionario final.

Tabla 18. Comparacion de las correlaciones de importancia para la concentracion de la produccion de
H,S y la trayectoria.

Parimetro Correlacion de Correlacion de Diferencia
concentracion trayectoria
pmax 0.588464 0.100202 0.488262
Y 0.303091 0.162148 0.140943
c 0.036272 0.217575 0.181303
a 0.017951 0.072229 0.054278
pmax; 0.008817 0.046399 0.037583
b 0.007760 0.047105 0.039345
pmax; 0.007362 0.054133 0.046771
pmax, 0.007278 0.56816 0.049538

Fuente: elaboracion propia.

El parametro mas importante para la trayectoria, pero no para la formacion de producto es
¢ con un valor de importancia en la concentracion de 0.036 y un valor de importancia en la

trayectoria de 0.218.
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4.3.2.3 Analisis de Random Forest, sensibilidad y plausibilidad metabolica en el modelo
estructurado.

Se realiz6 un andlisis de sensibilidad global para determinar qué parametros del modelo afectan

mas a la produccion de H,S con la finalidad de saber qué pardmetros medir o ajustar con mas

cuidado para predecir o controlar el bioproceso.

A partir de la clase SequentialKinetic obtenida de BioprocessModel de la libreria de
pyfoomb define un sistema de 11 ecuaciones diferenciales ordinarias (EDOs) que representan la
evolucion temporal de las variables de estado (y): 4, B, C, D, E, F, G, L, P, Sy X; y los pardmetros
del modelo. Donde el método rhs calcula las derivadas de estado de las variables (dXdt, dSdt, etc)
siguiendo cinéticas tipicas de fermentacion (crecimiento de biomasa con inhibiciéon de producto y
limitacidon de sustrato, muerte celular dependiente del sustrato, consumo de lactato y los pasos
secuenciales de enzima a enzima en el metabolismo del microorganismo). Ademas, se incluyeron

protecciones para evitar valores negativos o divisiones por 0 para el analisis del modelo.

Se usé machine-learning para un andlisis de sensibilidad con Random Forest con el
objetivo de variar sistematicamente los pardmetros del modelo, ejecutar muchas simulaciones y

ver que parametros explican mas la variabilidad en los resultados donde:

1) Se genero el dataset (generate complete dataset). Se toman los parametros que se van a
variar, por cada simulacion (por defecto 100 o 200) se multiplica cada parametro por un
factor aleatorio entre 0.8 y 1.2 (variacion del £20%). Se ejecuta el modelo con parametros
aleatorios y se guardan los valores finales de cada variable de estado (por ejemplo, P_final,
X final) y opcionalmente, toda la trayectoria y caracteristicas como valor méximo, area
bajo la curva etc. Esto genera una matriz X (muestras x pardmetros) y vectores objetivo
(por ejemplo, P_final para andlisis de regresion, o una clasificacion si se encuentra en
“bajo”, “medio” y “alto” rendimiento).

2) Se realizd un analisis de clasificacion (analyze parameter importance). Aqui se convierte
la produccion final en categorias de rendimiento (bajo/medio/alto) mediante LabelEncoder.
Se entrena un RandomForestClassifier con los datos (80% entrenamiento, 20% prueba). Se
evalua precision y se reporta matriz de confusion / classification report. Por ultimo, se
extrae feature importances , que indica qué parametros son mas importantes para predecir

la categoria de rendimiento.
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Se realizé un andlisis de regresion (analyze numeric sensitivity). Es similar al anterior,
pero usando RandomForestRegressor para predecir el valor numérico de P (produccion de
H,S), el resultado es una lista de importancias de parametros. Al comparar ambos métodos
(clasificacion vs regresion) se puede verificar la consistencia de los resultados. Si el top 5
de parametros importantes coincide entre ambos, se tiene mayor confianza.

Se realiz6 un andlisis multivariado para todas las variables (analyze all variables
sensitivity). Se repite el proceso de regresion para cada variable de estado (A, B, C, D, E,
E, G, L, P, S y X). Genera un mapa de calor que muestra como la importancia de cada
parametro varia segin la variable de salida. Calcula la importancia global (suma de
importancias sobre las variables) y la especificidad (qué pardmetros afectan pocas variables
especificas y su correlacion).

Se realizé un andlisis de trayectorias (analyze trajectory sensitivity). Aqui en lugar de usar
solo el valor final, se extrae caracteristicas dinamicas de las trayectorias (valor maximo,
tiempo al pico, area bajo la curva, tasa maxima de cambio). Para cada caracteristica se
entrena un Random Forest y se obtienen importancias. Esto muestra que parametros
controlan, por ejemplo, la velocidad de crecimiento o la forma de la curva del producto P

(H,S).

Este codigo genera varios graficos (con matplotlib y seaborn):

1)
2)

3)
4)

Mapa de calor de correlaciones.

Grafico de barras con el R? obtenido para cada variable (qué tan bien predice el modelo de
Random Forest esa variable a partir de los parametros).

Importancia global de los parametros (top 10).

Especificidad, parametros que son muy importantes solo para una variable.

Al final del cédigo se agregd un apartado de interpretacion metabdlica a partir de las

funciones de (check biological plausibility y generate comprehensive report) que comparan

si los pardmetros mas importantes (por ejemplo, umax, ¥, a) tienen sentido metabodlico. De esta

manera se hace un reporte final con pardmetros universales (pardmetros que afectan muchas

variables), parametros especificos para variables de interés (ejemplo, umax3 para lactato) y

una interpretacion metabodlica corta basada en la literatura de Neria-Gonzalez et al (2010) y

Lopez-Pérez (2013).
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La interpretacion metabolica se define a partir de un conjunto de parametros que tienen un

rol metabdlico conocido en el proceso de fermentacion:

e umax : tasa especifica de crecimiento microbiano (h'') en condiciones especificas.

¢ Y :rendimiento de biomasa a partir de sustrato (g biomasa / g sustrato).

e a:exponente de inhibicion por producto. Controla como la acumulacion del producto
P (H,S) frena el crecimiento celular.

e b : exponente del efecto del sustrato en la muerte celular.

e ks : constante de afinidad por sustrato.

e c:exponente de cinética de lactato. Modula como el lactato afecta los pasos posteriores.

La funcion check biological plausibility(importance df) compara los parametros que el
machine-learning considera importantes (top 5) con una lista predefinida de parametros que son
importantes metabolicamente (por ejemplo, umax, Y, a, YP, ks, etc.) y si al menos 2 de los 5
pardmetros permanecen en esa lista, se dice que el analisis es metabolicamente plausible. En caso
contrario podria ser indicativo de que el modelo o los datos tiene algin problema (como puede ser
ruido excesivo o algin ruido en la simulacion). Dentro de wverify sensitivity results y
generate_comprenhensive report se incluye un diccionario bio_interpretations que asigna a cada

parametro clave una frase con su papel metabodlico para P:

e umax : “Tasa maxima de crecimiento microbiano — afecta directamente la productividad”.

e a : “Exponente de inhibicion por producto — controla como el producto limita el
crecimiento”.

e b : “Exponente de efecto del sustrato en la muerte celular — influye en la longevidad del
cultivo”.

e umax3 : “Consumo de lactato — clave para metabolitos posteriores”.

Y : “Rendimiento — crucial para sustrato y biomasa”.

El codigo imprime estas recomendaciones finales para que el usuario comprenda el paso
metabolico que debe controlar para mejorar la fermentacion. Ademads, da una lista que conecta
cada parametro importante con la variable metabdlica que mas afecta. Si ¢ (exponente de lactato)
aparece como altamente importante para la prediccion de L (lactato) y P (sulfuro), se interpreta

que la sensibilidad del consumo de lactato es crucial para el metabolismo. Si kd (tasa de muerte
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celular) es importante para X (biomasa) pero no para P se infiere que la muerte afecta la biomasa,
pero no el producto directamente, quizas porque el producto es acumulado también por células no

viables.

Cabe mencionar que el mapa de calor (importance matrix) permite ver que parametros son
especificos de una variable (ejemplo, k,.. para 4) y cudles son globales (umax que afecta a casi
todas). Al final, esta interpretacion metabdlica sirve para recomendar experimentos o estrategias
de control, por ejemplo: en parametros universales se deben calibrar primero en experimentos
independientes, en pardmetros especificos se necesita diseflar ensayos enfocados en la ruta
metabolica (como seria medir las enzimas involucradas) y si el analisis muestra que la inhibicion
por producto (a) es determinante, se sugiere eliminar el producto de forma continua.
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Figura 26. Mapa de calor de sensibilidad normalizada de los parametros sobre las variables dinamicas
del modelo estructurado.
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La figura 26 muestra el mapa de calor de sensibilidad normalizada (o importancia relativa)
de los pardmetros cinéticos sobre las variables dindmicas del modelo (4, B, C, D, E, F, G, L, P, S,
X). La escala de color representa la magnitud de la sensibilidad donde los valores cercanos a 1
(rojo intenso) indican alta influencia paramétrica y valores cercanos a 0 (amarillo claro) indican
baja contribucion. Se observa una estructura no uniforme en la matriz de sensibilidad, evidencia
de que el sistema no presenta influencia paramétrica homogénea, sino que estd dominado por un

conjunto reducido de parametros.

Los parametros ubicados en la region central del eje horizontal (en las constantes ¢ y b)
muestran mayores valores de sensibilidad sobre multiples variables del sistema, particularmente
en la formacion de biomasa (X), ademas de que variables como C, D, E'y F muestran dependencia

significativa a esas constantes.

Los pardmetros con valores cercanos a 0 en la mayoria de variables puede indicar que su
variacion dentro del rango evaluado no altera significativamente la dinamica, por lo que su
calibracion experimental no seria de prioridad. Por otro lado, la variable del sulfuro de hidrégeno
(P) muestra alta dependencia al parametro S/ y en la variable de biomasa (X) estd fuertemente

relacionada a uno de los parametros dominantes (b).
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Figura 27. Comparacion de los coeficientes de determinacion de las variables dinamicas del modelo
estructurado.

La figura 27 muestra el coeficiente de determinacion (R?) obtenido para cada variable, con
valores que van desde 0.801 a 0.996, lo que indica que el modelo explica entre el 80% y el 99.6%
de la variabilidad experimental. La mayoria de las variables presentan valores de R? superiores a
0.83,es decir que tiene un desempefio predictivo aceptable. Es importante mencionar que la
variable P destaca con un valor de R? de 0.996, un ajuste casi perfecto. Por otro lado, la variable
G presenta el valor de R mas bajo (0.801), pero sigue dentro del rango aceptable. Estos resultados
en conjunto confirman que el modelo reproduce adecuadamente la dindmica experimental de las
variables evaluadas, con una mayor precision en la formacion de producto y un desempefio algo

menor en algunos intermediarios metabolicos.
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Figura 28. Importancia global de los pardametros mas influyentes en el modelo estructurado.

La figura 28 muestra la importancia global de los parametros, calculada como la suma de
sus sensibilidades normalizadas sobre todas las variables de estado del modelo. Se observa
claramente una jerarquia en la importancia paramétrica. Aqui el parametro b presenta la mayor
influencia acumulada (ligeramente superior a 4), siendo el principal determinante de la dinamica
global del sistema. En segundo lugar de importancia estd ¢ y S/, con valores cercanos a2 'y 1.6
respectivamente, lo que indica un efecto significativo sin ser dominante. Por ultimo, para los
parametros YP, Y y k muestran influencia moderada, mientras que para el resto de pardmetros
presentan contribuciones relativamente similares entre si y cada vez mas bajas. Esto confirma que
el modelo posee una estructura paramétrica no uniforme, donde existe un conjunto muy reducido
de parametros dominantes en la dindmica. Desde un punto de vista para calibracién e
identificabilidad, se deberian priorizar a los parametros b, ¢ y S1, en ese orden, por tener la mayor

sensibilidad global del sistema.
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Figura 29. Especificidad paramétrica mediante el coeficiente de variacion de las sensibilidades a través
de las distintas variables de estado.

Nota: Alta = afecta pocas variables, Baja = afecta muchas variables.

La figura 29 muestra la especificidad paramétrica evaluada mediante el coeficiente de
variacion de las sensibilidades a través de las distintas variables de estado. En este contexto, los
valores altos indican que el parametro afecta de manera mas selectiva a un conjunto reducido de
variables (alta especificidad), mientras que los valores bajos muestran un efecto mas distribuido
sobre las variables (baja especificidad). Se puede observar que el parametro Y presenta un mayor
coeficiente de variacion (cercano a 2.2), indicando una alta especificidad a ciertas variables del
sistema. De igual manera, umax; y SI muestran niveles suficientemente altos de especificidad
(cerca de 2.0), sugiriendo efectos mas focalizados. Por otro lado, pardmetros con valores igual o
menores a 1.3 indican una influencia mas homogénea sobre las variables. Estos resultados dejan
muy en claro que el modelo combina parametros de efecto global con otros de accidn mas

focalizada, esto refuerza la estructura jerarquica observada en el analisis de sensibilidad global.
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Tabla 19. Valores de R?>, MSE, parametros importantes y el pardametro mdas influyente con respecto a las

variables respuesta del modelo expandido.

Variable respuesta  R?

MSE (error Principales

cuadratico medio)

parametros
importantes

Parametro mas
influyente para
la variable

A 0.8323

12839.47

c: 0.6380
b: 0.1314
pmax3: 0.0413

C

B 0.8654

7253.65

b: 0.7024
pmax1: 0.1198
Y: 0.0346

C 0.8317

41.24

c: 0.6126
b: 0.1612
pmaxs: 0.0643

D 0.8491

198.96

b: 0.6878
kd: 0.0517
YP: 0.0394

E 0.8452

14811.50

b: 0.5500
pmax4: 0.1617
S1:0.0540

F 0.8300

4342.92

b: 0.5444
YP: 0.0804
kd: 0.0571

G 0.8010

1979.49

b: 0.4310
kd: 0.1176
YP: 0.0882

L 0.8285

13129.50

c: 0.6376
b: 0.1320
umax3: 0.0409

P 0.9964

23.05

S1:0.9952
ks: 0.0005
pmax3: 0.0003

S1

S 0.8863

19611.66

YP: 0.3223
S1:0.2937
Y: 0.2545

Yp

X 0.8282

50.74

b: 0.7200
YP: 0.0783
S1:0.0587

Fuente: elaboracion propia

De acuerdo con la tabla 19, la alta sensibilidad al parametro S/ indica que la acumulacion

del sulfuro es el principal factor limitante, lo que coincide con los reportes de inhibicion por H,S

en bacterias sulfato-reductoras (Keller et al., 2014). El lactato actia como fuente de carbono y

energia simultdneamente. La influencia del pardmetro b (asociado a lactato) indica dependencia

critica del donador de electrones. La sensibilidad de umax y kd refleja limitaciones en la
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conservacion de la energia. Lo que sugiere un posible cuello de botella en la generacion de ATP
via fosforilacion a nivel de sustrato. En otras palabras, se puede identificar las siguientes tres
limitaciones metabolicas de acuerdo a los resultados obtenidos; siendo la primera la limitacioén por
inhibicidon de producto debido a que el parametro S/ mostré la mayor sensibilidad en general,
desde un punto de vista bioquimico sugiere que la acumulacion de sulfuro inhibe fuertemente tanto
el crecimiento como la actividad metabolica, coincidiendo con las observaciones de Keller (2014)
sobre la inhibicidon por H,S en Desulfovibrio; la segunda limitacion es por la disponibilidad de
sustrato identificados en la alta sensibilidad de los parametros b y ¢ asociados al lactato, esto se
traduce a que el lactato funciona como donador de electrones y fuente de carbono simultaneamente
e implica que la optimizacion de la concentracion de lactato es un punto critico para el rendimiento;
finalmente, la tercera limitacion es la energética demostrado en la alta sensibilidad de los
parametros de umax y kd que sugiere que la eficiencia en la conservacion de la energia puede
limitar el crecimiento del microorganismo, esto coincide con el mecanismo de ciclado de
hidrégeno descrito por Keller et al., (2014). Las estrategias operativas serian la remocion de
sulfuro para reducir inhibicion por producto, una alimentacioén controlada de lactato para mantener
concentraciones Optimas de crecimiento y la optimizacidn en las condiciones ambientales como lo
es el pH y la temperatura para que permitan maximizar umax y minimizar el estrés celular para
reducir el valor de kd. La validacion del modelo metabolico para Oleidesulfovibrio alaskensis
demostrd que la transicion de un enfoque de 'caja negra' a uno estructurado es fundamental para
capturar la complejidad del bioproceso. Mientras que el modelo no estructurado se limita a
describir el crecimiento global, el modelo estructurado implementado integra parametros cinéticos
especificos, como una umax de 4.32 mM/s y una Km de 0.16 mM para el D-lactato, permitiendo
identificar la oxidacion hacia piruvato como el paso limitante bajo las variaciones de pH
observadas (8.2 a 7.1). Esta robustez se vio fortalecida por el uso de entornos FLOSS y Ia libreria
pyvFOOMB en Python, herramientas que no solo garantizan la reproducibilidad de los resultados
mediante analisis de sensibilidad global y simulaciones de Monte Carlo, sino que también
permitieron una transparencia algoritmica. En consecuencia, este modelo se presenta como una
herramienta predictiva de alta fidelidad, capaz de describir la dindmica metabdlica interna con una
precision estadistica que valida su potencial aplicacion en el disefio y optimizacion de estrategias
de biorremediacion (Lopez-Gonzalez et al., 2023; Lopez-Gonzélez et al., 2024; Mata-Machuca et

al., 2025; Pefia Caballero et al., 2026; Meneses-Martinez et al., 2026).
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Conclusion
Se implement6 un modelo cinético dindmico no estructurado para Oleidesulfovibrio alaskensis
compuesto por un sistema de seis variables de estado y 13 parametros cinéticos, logrando describir
las dindmicas macroscopicas de crecimiento. A partir de la integracion de datos multi-omicos
desde plataformas bioinformaticas (KEGG, UniProt, BRENDA, ExPASy y MetaCyc), se realiz6
la reconstruccidn topologica de una propuesta de red metabdlica. Esta aproximacion permitid
trascender la caracterizacion empirica hacia un marco de modelado mecanistico estructurado,
formulado mediante un sistema de Ecuaciones Diferenciales Ordinarias que acopla la cinética
enzimatica local con los flujos de metabolitos intermediarios. El analisis de grados de libertad
confirm6 que el sistema inicial se encuentra exactamente determinado (GL=0), garantizando una
estructura topoldgica robusta donde las tasas de reaccion intracelulares se acoplan univocamente
a los perfiles temporales de concentracion. Posteriormente, la transicion del modelo hacia una
configuracion sobre-determinada (indice de redundancia R = 3) establece un mecanismo de
acotamiento matematico rigido sobre el espacio de estados interno. Este trabajo representa uno de
los primeros desarrollos de modelado estructurado in silico para O. alaskensis bajo una
arquitectura FLOSS reproducible. La integracion de analisis de sensibilidad, técnicas de
estimacion de parametros y algoritmos de aprendizaje automatico permitié mitigar los problemas
de identificabilidad cinematica derivados de la heterogeneidad de datos. El modelo resultante
exhibe estabilidad numérica e invariancia estequiométrica, consolidandose como una plataforma
cuantitativa robusta para el analisis de flujos metabolicos, el escalamiento de bioprocesos y la

posterior validacion experimental.

Recomendaciones
A partir de esta investigacion y debido a las limitaciones identificadas en el mismo, se abren
multiples lineas de investigacion futura que pueden fortalecer y ampliar el alcance del modelo

desarrollado.

Una de las principales recomendaciones futuras consiste en la validacion experimental
directa, mediante cultivos controlados de O. alaskensis que permitan obtener datos temporales de
crecimiento, consumo de lactato y produccion de sulfato, pero enfatizando en las concentraciones

de metabolitos secundarios de ser posible.
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Otro aspecto puede ser el integrar la regulacion metabodlica a partir de mecanismos de
control enzimatico, inhibicion por productos o posibles efectos de retroalimentacion para dar un
paso mas realista en la dindmica metabolica del microorganismo. Por ltimo, ver si el modelo

puede adaptarse a otras bacterias sulfato-reductoras.
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5.1 Apéndice A
Cdédigo 1 de modelado no estructurado

Modelo para datos de lactato, acetato, sulfato, sulfuro, biomasa y carbono mediante Jupyter

Notebook con el paquete pyFOOMB para la obtencion de la figura 13, del apartado de resultados.

[3]: # imports from the pyfoomb package
import pyfoomb
print(f'Current package version of {pyfoomb._ name__}: {pyfoomb._ version_ }')

from pyfoomb import BioprocessModel
from pyfoomb import ObservationFunction
from pyfoomb import Caretaker

from pyfoomb import Visualization

[23]: | # Define La clase de modelo
class SequentialKinetic(BioprocessModel):

def rhs(self, t, y):
# Descomprime el vector de estado. Los estados son ordenados alfabeticamente. #pyx11 para extraeer datos
A, G, L, Py 5, XK=y

# Descomprime lLos pardmetros del modelo.Ejemplo:
S1 = self.model_parameters['S1']

kace = self.model_parameters[ "kace']

klac = self.model_parameters| "klac" ]

ks = self.model_parameters[ ks"]

kco = self.model_parameters['kco']

kd = self.model_parameters['kd']

#velocidades

umax = self.model_parameters[ "umax’ ]

umax4 = self.model_ parameters[’umax4d']

umax5 = self.model_parameters|'umax5' ]
#rendimientos

Y = self.model_parameters['Y"]

YP = self.model_parameters['YP']

#exponentes

a = self.model_parameters['a’]
b = self.model_parameters['b’]

¢ = self.model_parameters['c']

# Define las derivadas.

dsdt = -(¥)*(umax)*((1- (P/S1)**a)*(5/ (ks+5)) )*X*(L**b)
dPdt = (umax®(YP))*(((1-(P/S1)**a)*(5/(ks+5)))*X)*(L**b)
dxdt = (umax®((1-(P/S1)**a)*(5/(ks+5)))*X)- (kd*X*(L**b))
dLdt = (-umax4)*((L**c)/(klac+L**c))*X*(kace/(A+kace))
dAadt = (umax4)*((L**c)/(klac+L**c))*X*(kace/(A+kace))
dCdt = (umax5)*({(L**c)/(klac+L**c))*X*(kco/(kco+C))

# Regresa las derivadas como Lista (or numpy array)
# EL orden corresponde al vector de estado.
return [dAdt, dcdt, didt, dPdt, dsdt, dxdt]

# Define un diccionario para Los valores iniciales.
# La clave corresponde al estado del modelo, extendidos por un 8 (cero).
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initial values = {

‘h8':0.1,

'ce':0.1,

‘L8’ :4640,

‘P8’ :29, .
'S8’ :5655,

'X8':5,

# Define un diccionario para Los parametros del modelo.

# La clave se relaciona con Los nombres de las variables utilizadas en la clase del modelo. Ejemplo:
#'k S' : @.01,
#'mu_max' : 8.4,

#Y PX' : 0.4,
#'Y XS' : 8.5,
model_parameters = |
#constantes cinéticas

'S1':680,
"kace' :1588,
‘klac':95888,
'ks':8.0009848,
"kco':000,
'kd':@8.04,

#velocidades
‘umax':@.13,
"umax4':8.6,
‘umax5':@.12,
#rendimientos
"¥':7.5,
'YP':1,
#exponentes
‘a':1.9,
'b':8.001,
'c":1.5,

# Instanciar un Caretaker, que administra el modelo y su parametrizacidn.
caretaker = Caretaker(
bioprocess_model_class=SequentialKinetic,
model_parameters=model_parameters,
initial_values=initial_values,

# Ejecuta una simulacidn hacia odelante.
simulation = caretaker.simulate(t=216)

# Instanciar un Caretaker, que administra el modelo y su parametrizacidn.
caretaker = Caretaker(
bioprocess_model_class=SequentialKinetic,
model_parameters=model_parameters,
initial_values=initial_ wvalues,

# Ejecuta una simulacién hacia adelante
simulation = caretaker.simulate(t=216)

# Visualizar Llas trayectorias resultantes.
_ = Viswalization.show_kinetic_data(simulation)

def rhs(self; t, y):

representa matematicamente: dt/dy=f{(t,y,0)
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donde:

y=(A,B,C,D,E.F,G,L,P,S,X) — vector de estados

t — tiempo

0 — parametros del modelo

f — la funcion que ta defines en rhs

Entonces: rhs = f(t, y, 8) Es una funcioén vectorial no lineal. “rhs” en este codigo es un sistema de
11 ecuaciones diferenciales acopladas y no lineales. Combina varias funciones matematicas que
son la cinética tipo Monod, inhibicion no lineal, dependencias de potencia y el acoplamiento entre

variables.

Codigo 2: sensibilidad de pardmetros

Matematicamente, la sensibilidad de la variable de estados x;(t) respecto al parametro p; es la

. . dx; (t . ., L, .
derivada parcial #(‘). Como no se dispone de una expresion analitica, pyfoomb la aproxima
J

numéricamente mediante diferencias finitas centrales:

dxi (t) _ x (tp;+ Ap;)—xi (tp;+ Ap))

Donde el tamafio de la perturbacion Ap; se puede definir de dos formas: 1) Relativa: Ap;
= rel_h = Ap; (por defecto rel_h = 1e-3), que puede ser modificable; y 2) Absoluta: Ap; = abs_h

(valor fijo).

A partir de ahi, se calculan las sensibilidades para todas las combinaciones de estados
contra parametros. En la visualizacion se organizan en columnas de cuatro columnas para facilitar
su inspeccion. Este tipo de grafico es denso, pero permite una vision global de la influencia de
cada parametro. Este andlisis es fundamental en ingenieria de bioprocesos para mejorar la

identificacion de los modelos y optimizar la obtencidén de datos experimentales.



111

# importar desde el paquete de pyfoomb
import pyfoomb
print(f*Current package version of {pyfoomb._ name_ }: {pyfoomb._ wversion_ }°)

from pyfoomb import BioprocessModel
from pyfoomb import ObservationFunction
from pyfeomb import Caretaker

from pyfoomb import Visualization

from pyfeemb import Measurement

Current package version of pyfoomb: 2.17.7

from matplotlib import pyplot
import numpy
import pandas

# Set seed of random number generator for reproducibility

numpy . random.seed(123)

# Define La clase de modelo
class ComplexKinetic(BioprocessModel):

def rhs(self, t, y):
# Descomprime el vector de estado. Los estados son ordenados alfabeticamente. #pyx1l para extraeer datos
A, G L, PS5, XK=y

# Descomprime Los pardmetros del modelo.Ejemplo:
51 = self.model_parameters[ 51" ]

kace = self.model_parameters[ kace’]
klac = self.model_parameters[ klac’]
ks = self.model parameters['ks']

kco = self.model_parameters[ kco"]

kd = self.model_parameters[‘kd"]
#velocidades

umax = self.model_parameters[ " umax’ ]
umax4 = self.model_ parameters['umax4’]
umax5 = self.model_parameters['umax5"]
#rendimientos

Y = self.model_parameters['Y"]

YP = self.model parameters['YP']
#exponentes

#a = self.model_parameters['a’]

#b = self.model parameters['b']

#c = self.model_parameters['c’]

# Define Las derivadas.

dsdt = -(¥)*(umax)*((1- (P/51)**1.9)*(5/(ks+5)))*X*(L**0.001)
dPdt = (umax*(YP))*(((1-(P/51)**1.9)*(5/(ks+5)))*X)*(L**@.e0e1)
dxdt = (umax*((1- (P/51)**1.9)*(5/(ks+5)))*X)-(kd*X*(L**@.001))
didt = (-umax4)*((L*=1.5)/(klac+L=*1.5))*X*(kace/ (A+kace))
dadt = (umaxad)*((L**1.5)/(klac+L**1.5))*x* (kace/ (A+kace))

dcdt = (umax5)*((L**1.5)/(klac+L**1.5))*xX*(kco/(kco+C))

# Regresa las derivadas como Lista (or numpy array)
# EL orden corresponde al vector de estado.
return [dAdt, dCdt, didt, dPdt, dsdt, dxdt]

# Define un diccionario para Los valores iniciales.
# La clave corresponde al estado del modelo, extendidos por un @ (cero).

#
initial_values = {
‘ART:0.1,
‘ce':e.1,
'Le':4648,
‘Pa’:29,

‘Se’ 15655,

‘Xe':s,



# Define un diccionario para los parametros del modelo.

# La clave se relaciona con Los nombres de Las variables utilizadas en La clase del modele. Ejemplo:

mode

# Instanciar un Caretoker, que administra el modelo y su parametrizacidn.
caretaker = Caretaker(

bioprocess_medel class=ComplexKinetic,

=model_parameters,

# Correnos una simulacidn hacia adelante.
simulation = caretaker.simulate(t=216)

1_parameters =

{

#constantes cinéticas

's1':680,
“kace':1568,
"klac':9500@,
"ks':0.0009048,
"kco' : 988,
"kd':0.04,
#velocidades
“umax':@8.13,
"umaxd':8.6,
“umaxs’:8.12,
#rendimientos
PRI -5,
YR,
#exponentes
#'a’:1.9,
#'b’:8.001,
#c':1.5,

model_parameter:

initial_values=initial_values,

# Mostrar los resultados de Las trayectorias.

_ = visualization.show kinetic_data(simulation)
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Figura A 30. Resultados del codigo para el andlisis de sensibilidad del modelo no estructurado.

# Obtenga todas las sensibilidades y muéstrelas.

# NOTA: Esto generard un grdfico enorme

sensis_all - caretaker.get_sensitivities(tfinal=216)

_ = Visualization.show_kinetic_data(sensis_all, ncols=4)
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Codigo 3 en Rstudio
Codigo para la realizacion del mapa de calor a partir de la tabla de sensibilidades con valores

numericos para la obtencion de la figura 14 de la seccion de resultados..

A @ SourceonSave | ® & Ern B + 4 Esource -
install.packages("pheatmap"”)
L ‘pheatmap)

i (readx1)

)

datos_rcorta <- as.data.frame(sensibilidad_ruta_meta_corta)
rownames (datos_rcorta) <- datos_rcortal,1]

datos_rcorta <- datos_rcortal,-1]

str{datos_rcorta)

=
(== - R~ W PV X ]

pheatmap(datos_rcorta,

ibilidad entre variables”,
display_numbers = TR
number_color
fontsize_number
breaks = c(0,1,
lTegend_breaks :
bonder_color gray
cluster_rows = TRUE,
cluster_cols = TRUE,

color = colorrampralette(c(CIEIEN" . "EEEE
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5.2 Apéndice B
Codigo 4: Andlisis de Monte Carlo.

2]: # importamos desde el paquete de pyfoomb
import pyfoomb
print(f'Current package version of {pyfoomb._ name_ }: {pyfoomb._ version_ }")

from pyfoomb import BioprocessModel
from pyfoomb import ObservationFunction
from pyfoomb import Caretaker

from pyfoomb import Visualization

from pyfoomb import Measurement

Current package version of pyfoomb: 2.17.7

from matplotlib import pyplot
import numpy
import pandas

# Establecer Lo semilla del generador de nimeros aleatorios para la reproducibilidad
numpy . random.seed(123)

4]: | # Define La clase de modelo
class SequentialKinetic(BioprocessModel)

def rhs(self, t, y):
# Descomprime el vector de estado. Los estados son ordenados alfabeticamente. #pyx11 para extraeer datos
A, G, LLP, S, X =y .
# Descomprime los pardmetros del modelo.Ejemplo:
51 = self.model_parameters['S1']
kace = self.model_parameters[ 'kace’]
klac = self.model_parameters[ 'klac’]
ks = self.model_parameters['ks']
kco = self.model_parameters|“kco']
kd = self.model parameters['kd']
#velocidades
umax = self.model parameters['umax’]
umax4 = self.model_parameters['umax4’]

umax5 = self.model parameters['umax5"]
#rendimientos

Y = self.model_parameters['Y']

YP = self.model_parameters['YP']
#exponentes

a = self.model_parameters[ a’]

b = self.model parameters['b']

¢ = self.model_parameters['c']

# Define las derivadas.

dsdt = -(¥)*(umax)*((1-(P/S1)**a)*(S/(ks+5)))*X*(L**b)
dPdt = (umax*(YP))*(((1-(P/S1)**a)*(5/(k5+5)))*X)*(L**b)
dXdt = (umax*((1-(P/S1)**a)*(5/(ks+5)))*X)- (kd*X*(L**b))
diLdt = (-umax4)*((L**c)/(klac+L**c))*xX*(kace/(A+kace))
dAdt = (umax4)*((L**c)/(klac+L**c))*X*(kace/(A+kace))
dcdt = (umax5)*((L**c)/(klac+L**c))*X*(kco/(kco+C))

# Regresa las derivadas como Lista (or numpy array)
# EL orden corresponde al vector de estado.
return [dAdt, dCdt, dLdt, dPdt, dSdt, dXdt]

# Define un diccionario para Los valores iniciales.
# La clave corresponde al estado del modelo, extendidos por un @ (cero)
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initial_values = {

'A@':0.1,

‘ce':e.1,

‘L@’ :464a,

‘Pe’ 20, -
'S@":5655,

'Xa’:s,

# Define un diccionario para Los parametros del modelo.
# La clave se relociona con Los nombres de Las variables utilizadas en la clase del modelo. Ejemplo:
model_parameters = |

#constantes cinéticas

'51°:680,

‘kace’:15@8,

‘klac':95880,

‘ks':0.0009048,

‘kco' ioea,

‘kd":0.04,

#velocidades

‘umax ' :08.13,

'umax4':0.6,

'umax5':0.12,

#rendimientos
SRS
"YP':i1,
#exponentes
'a':1.9,
'b’:@.001,
‘c':1.5,

[5]: # Define un método guxiliar que crea un conjunto de datos ruidoso, basado en unag simulacidn hacia adelante
def noisy_samples(simulations, samples=5, rel_err=8.82, abs_err=8.82, repetitions=3, with_errors=True)
artifical_data = []
for simulation in simulations:
_name = simulation.name
_replicate_id = simulation.replicate_id
_timepoints = simulation.timepoints
_values = simulation.values
_rnd_values = [
numpy .random.normal{loc=_values, scale-abs(_values®*rel_err+abs_err))
for _ in range(repetitions)
|
_values = numpy.mean(_rnd_values, axis=8)
_errors = numpy.std(_rnd_values, ddof=1, axis=@)
selector = numpy.sort(

numpy .random. choice(range(len(_timepoints)), size-samples, replace-False),
)
if with_errors:
artifical data.append(
Measurement(name=_name, timepoints=_timepoints[selecteor], values-_values[selector], errors-_errors[selector], replicate id-_replicate_id),

)
else:
artifical data.append(
Measurement(name=_name, timepoints=_timepoints[selector], values=_values[selector], replicate id= replicate id),
)
return artifical_data
4 [

1@]: # Crea una instancia de Caretaker, gque administre el modelo y su parametrizacidn
caretaker = Caretaker(
bioprocess_medel_class=SequentialKinetic,
model_parameters-model parameters,
initial values=initial values,

# Corre una simulacion haciag adelante
simulation = caretaker.simulate(t=216)
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# Crea Los datos ruidosos
data = noisy_samples(simulation, rel_err=8.1)

# Visualizar los datos ruidosos
_ = Visualization.show_kinetic_data(data)
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unknowns = ["51°, ‘kace’, ‘klac’,'ks’, 'kco’, ‘kd',’umax’, ‘umax4’', ‘umax5', "Y', 'YP', 'a’, 'b", ‘c’]

bounds - [(678, 69@), (1008, 18@8), (90@@e, 0008@), (0.9E861, 8.091), (898, 91@), (0.82, 0.86), (8.1, B.2
(e.5, @.7), (e.1, e.15), (6, 8), (@.8, 1.5), (1.8, 1.9), (0.@e0l, ©.0015), (.1, 2)]

est, est_info = caretaker.estimate(
unknowns=unknowns ,
bounds=bounds,
measurements=data,
report_level=2,

—————————— Results from differential evolution optimizer

Estimated parameters

a: 1.6878606172338695

b: 8.00811617717707478628
c: 1.5065968563434198
kace: 1221.8197255173711
kco: 895.6268@49854235
kd: 8.83963948329556487
klac: 91871.65862796715
ks: 8.e@09339138108783357
51: 686.2067528664641
umax: @.133808516154312
umax4: @.5899235648581824
umax5: 8.10824996347681611
Y: 7.45292016@12448

YP: 8.9976335792203202

parameters_infos = caretaker.get_parameter uncertainties(estimates=est, measurements=data, report_level=1)

Estimated parameters:

a: 1.612+08 +/- 7.16e-81 (44.56 %)

b: 1.162-04 +/- 1.262+00 (1088687.80 %)
C: 1.51e+00 +/- 7.16e+81 (4753.36 %)
kace: 1.22e+83 +/- 1.66e+04 (1358.88 %)
kco: 8.96e+82 +/- 1.86e+84 (2076.46 X)
kd: 3.96e-82 +/- 3.74e-81 (944.25 %)
klac: 9.19e+84 +/- 4.32e+07 (46974.44 %)
ks: 9.34e-084 +/- 9.23e+82 (98822977.17 %)
51: 6.86e482 +/- 2.87e+01 (4.19 %)

umax: 1.33e-81 +/- 4.89e-02 (30.74 %)
umax4: 5.98e-81 +/- 1.68e+01 (2848.81 %)
umax5: 1.88e-81 +/- 3.15e+00 (2911.85 %)
Y: 7.452408 +/- 8.03e+01 (1077.98 %)

YP: 9.98e-01 +/- 1.88e+01 (1879.26 ¥)
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Esta ultima parte del codigo brinda informacion acerca de la fiabilidad de los datos obtenidos en
base a los datos brindados, donde implica que mas repeticiones puede brindar mejores datos pero
es un problema que requiere equipos de computo costosos, buenos servidores y mucho tiempo para
procesarlos. Entre mas pequefia sea la ecuacion, mas facil es de procesar, incluso con equipos de

computo domesticos o escolares.
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Figura A 31. Grdfico tipo Cornet plot generados por el muestreo de Monte Carlo.
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Las siguientes tablas se usaron para elaborar el modelado estructurado y la propuesta de mapa

metabolico. Las tablas en color verde son relacionadas a la via metabolica del sulfato a sulfuro y

las tablas en azul son relacionadas a la via metabolica del lactato a acetato.

salvaje /
(Sa) EC 2.7.7.4 sulfato adeniltransferasa Escherichia coli K12 mutante S40A /
mutante S35A
Productos Sustratos Efecto Protein data
ATP difosfato Modificador-catalizador complejo proteico
Sulfato adenililsulfato ((P21156)(P23845))
PARAMETROS
. . valor ) L .
nombre tipo especie inicial valor final | desviacion unidades
a concentracion difosfato 0.15 0.8 * mM
concentracion 0.26 * * uM
e enzima
Vmax 0.156 * * *
b concentracion adenililsulfato 0.08 0.2 * mM
0.6 /
kat kat * 32 / . 0008 0/0:?'3 A1)
0.82 )
0.098 /
kia ki difosfato 0.45 / o || OREE S D mM
/ 0.12
0.18
0.2 /
kib ki adenililsulfato | 0.12 / . TRy /(o mM
/ 0.07
0.14
O 0.005 / 0.08
kmb km adenililsulfato 0.49 / * ' ’ mM
/ 0.05
0.13
0.052 /
kma km difosfato 18 1 . BLOZRAUCS mM
/ 0.05
0.16
CONDICIONES EXPERIMENTALES
valor inicial valor final unidades
temperatura 25 * c°
pH 8 *
buffer 9.2 units/ml Hexokinase, 0.50 units/ml Glucose-6-phosphate dehydrogenase, 10 mM Glucose, 0.20 mM
NADP+, 10 mM KCI, 1.0 mM MgCI2, 50 mM Hepes/K+
REFERENCIA
Titulo Autor afno journal volumen paginas PubMed
Allosteric and catalytic
functions of the PPi- J Biol
binding motif in the Pilloff DE, Leyh TS 2003 Ch 278 50435-41 14506286
em
ATP sulfurylase-
GTPase system

https://sabiork.h-its.org/newSearch?g=ecnumber:1.3.1.110
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- Desulfovibrio gigas .
(Sar) EC 1.8.99.2 adenilsulfato reductasa NCIB 9332 salvaje
Productos Sustratos Efecto Protein data
Aceptor red. (hexacianoferrato Il) AMP Modif!cador- complejo proteico
catalizador
Adenosina 5° fosfosulfato Aceptor (heﬁ?)CIanoferrato ((T2G629)r(]T2G899))
sulfito kDa ((70)()) 400 peso
en mol
PARAMETROS
. . valor valor | desviacio .
nombre tipo especie L unidades
inicial final n
. hexacianoferrato 1.3/ " o
C concentracion mM
(1 1.3
B concentracion Sulfito 3(')30/ */ 33 * mM
A concentracion AMP 01'303/ 33/ * * mM
. 0.16 / -
Km Km AMP / sulfito 0.34 mM
Vmax Vmax * * * * *
ley cinética M-M Vmax*A/(Km+A)
Vmax*B/(Km+B)
CONDICIONES EXPERIMENTALES
valor inicial valor final unidades
temperatura * * Cc°
pH 7.5 *
buffer 100 mM Tris/HCI, 5 mM EDTA, 0.5 mM beta-mercaptoethanol
REFERENCIA
Titulo Autor ano journal Vo'ﬂme paginas PubMed
The active centers of Lampreia J,
adenylylsulfate reductase from Moura |, Teixeira Eur J
Desulfovibrio gigas. M, Peck HD Jr, 1990 Bioche 188 653-64 2158885
Characterization and Legall J, Huynh m
spectroscopic studies. BH, Moura JJ

link: https://sabiork.h-its.org/newSearch?qg=ecnumber:1.3.1.110

https://www.uniprot.org/uniprotkb/T2G62Z9/entry



https://sabiork.h-its.org/newSearch?q=ecnumber:1.3.1.110
https://www.uniprot.org/uniprotkb/T2G6Z9/entry
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Desulfovibrio vulgaris Salvaje /
EC 1.8.1.22 Subunidad beta de dipo desasimilador de la sulfito reductasa (Hildenborough, NCIB dSiR beta
8303)
Productos Sustratos Efecto Protein data
. . Modificador- . .
DsrC - ditiol DsrC- trisulfuro catalizador complejo proteico
sulfito H20
varios cofactores
unidos a 2 non
NADH + H NAD+ cubane [4!:e-4S]
por subunidad, 1
siroheme por
subu
PARAMETROS
. . valor ) L .
nombre tipo especie inicial valor final | desviacion unidades
concentracién * * * * mM
concentracion * * * * mM
concentracion * * * * mM
) 0.06 / *
Km Km sulfito 0.0155 mM
Vmax Vmax * * * * *
kcat 0.31 s7-1)
ley cinetica M-M Vmax*A/(Km+A)
Vmax*B/(Km+B)
CONDICIONES EXPERIMENTALES
valor inicial valor final unidades
temperatura 298 * K
pH 7.6 *
Optimal separa-tion of bands | and |1 was obtained by a gradient method,using two stocks (A =
buffer 50mM, B =500 m M ) of degassed potassium phosphate pH 7.6. The total running time was 40min
(5min 11% B, 17min 11-100% B, and 10min100% B).
REFERENCIA
Titulo Autor afo journal volumen paginas PubMed
Desulfoviridin, a
multimeric-dissimilatory
sulfite reductase from
Desulfovibrio vulgaris B M Wolfe , S M Eur J
(Hildenborough). Lui, J A Cowan e Biochem 22 (e ekl
Purification,
characterization, kinetics
and EPR studies
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P45575/entry
Parte del complejo que cataliza la reduccion de sulfito a sulfuro. Las subunidades alfa y beta pueden haber dsrA sulfito
surgido por duplicacion génica. Ambas se unen a dos grupos de hierro y azufre, pero la subunidad alfa parece reductasa,

ser cataliticamente inactiva, debido a sustituciones a lo largo del supuesto canal de acceso al sustrato y porque subunidad alfa de
se une a la sirohidroclorina (la forma desmatallada del sirohemo) en lugar del sirohemo.

https://www.uniprot.org/uniprotkb/P45574/entry

DsrC-sulfurotransferasa

https://www.uniprot.org/uniprotkb/O87899/entry

tipo disimilatorio


https://www.uniprot.org/uniprotkb/P45575/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P45574/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/O87899/entry
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Productos Sustratos Efecto Protein data
. i _ . complejo
Fosfato Coenzima A Modificador-catalizador proteico
Acetil-CoA Acetil fosfato (POA9MS8)*6;
PARAMETROS
. . valor . Desviacion .
nombre tipo especie inicial valor final estandar unidades
A concentracion Coenzima A / 02/ * * mM
Acetil CoA 0.1
. Acetil fosfato / & o & B
S concentracion
Fosfato
N 227.6 / o A
Kcat Kcat 29.6 93/ 23 sM(-1)
Acetil fosfato / 0.9 / .
Km Km Fosfato 21 0.1/02 mM
Vmax Vmax * i * 6.2 / 2.1 U/mg
23.1
ley cinética M-M Vmax'S/(Km+S) | |

CONDICIONES EXPERIMENTALES

valor inicial valor final unidades
temperatura 30 * c°
pH * N
buffer 50 mM Tris-HCI, 20 mM KCI, 2 mM Dithiothreitol
REFERENCIA
Titulo Autor afo journal volumen paginas PubMed

Functional dissection of
Escherichia coli
phosphotransacetylase
structural domains and
analysis of key compounds
involved in activity
regulation

Campos-Bermudez
VA, Bologna FP,
Andreo CS,
Drincovich MF

2010 FEBS J 277 1957-66 20236319
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Productos Sustratos Efecto Protein data
Acetato ADP Modificador-catalizador comp[ejo
proteico
ATP Acetil fosfato (POABA3)*2;
PARAMETROS
. . valor . Desviacién .
nombre tipo especie S valor final unidades
inicial estandar
A concentracion ADP 0.2 1.0 * mM
E concentracion Enzima 0.5 * * ug/ml
B concentracion reilisED 0.14 1.0 * mM
Fosfato
Kib Kd Acetil fosfato 0.14 * 0.020 uM
Kia Kd ADP 50.0 * 20 uM
Kb Km Acetil fosfato 0.34 0.04 uM
Ka Km ADP 360.0 100 uM
\Y Vmax * 68.0 3 U/mg
CONDICIONES EXPERIMENTALES
valor inicial valor final unidades
temperatura 25 * ce
pH 7 & *
buffer 50 mM Piperazine-N,N'-bis(2-ethanesulfonic acid), 3 mM Mg2+, 0.3 mM NAD+, 2 mM glucose,
33.3 ug/ml hexokinase, 13.3 pug/ml glucose-6-phosphate dehydrogenase
REFERENCIA
Titulo Autor afio journal volumen paginas PubMed
The inhibition of acetate,
pyruvate, and 3- .
phosphogylcerate kinases by | Janson CA, Cleland 1970 J LEfal 249 2567-71 4362687
4 . WwW Chem
chromium adenosine
triphosphate
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Productos Sustratos Efecto Protein data
Cataliza la descarboxilacion oxidativa . -
Acetil CoA CoA del piruvato a aceti-CoA y diéxido de | VanoS sitios de
cofactores
carbono.
Se une a 3 grupos
[4Fe-4S] por
subunidad.Se une a 1
CO2 Piruvato * pirofosfato de tiamina
por subunidad. Se une
a 1ion Mg 2+ por
subunidad.
2 reducido [2Fe-2S]- 2 oxidado [2Fe-2S]- . .
[ferredoxina] + H [ferredoxina]
PARAMETROS
tipo sustrato valor inicial unlcéade tipo Funcién unidades
para la sintesis de
piruvato a partir de acetil-
Km Acetil CoA 9 uM Vmax CoAy CO2 con 1,6 pmol/min/mg
metilviol6geno como
donador de electrones
para la sintesis de
Km CO2 2 mM Vmax plruva.t o selt ezelesdiz 1 ymol/min/mg
reducida como donador
de electrones
para la descarboxilacion
oxidativa del piruvato con
Km Piruvato 0.3 mM Vmax ferredoxina oxidada 14,8 pymol/min/mg
como aceptor de
electrones
Km Ferrgdoxm 0.32 uM * * *
a oxidada
para la sintesis de
piruvato a partir de acetil-
Ferredoxin CoAy CO2 con A
4 a reducida izt 04 ! ferredoxina reducida 2D
como donador de
electrones
para la descarboxilacion
oxidativa del piruvato con
* * * * kcat ferredoxina oxidada 29.6 s™(-1)
como aceptor de
electrones
para la descarboxilacion
oxidativa del piruvato con
* * * * kcat rubredoxina oxidada 19.8 s(-1)
como aceptor de
electrones
CONDICIONES EXPERIMENTALES
valor inicial valor final unidades
temperatura * * c°
pH * *
buffer "
REFERENCIA
Titulo Autor ano journal | volumen paginas PubMed
The role of
pyruvate Furdui C., JBiol
ferredoxin Ragsdale 2000 275(37) 28494-28499 10878009
. . Chem
oxidoreductase in S.W.
pyruvate
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synthesis during
autotrophic growth
by the Wood-
Ljungdahl
pathway.

https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q2RMD6/entry https://doi.org/10.1074/jbc.m003291200

Productos Sustratos Efecto Protein data
Cataliza la oxidacion del D-lactato a piruvato.
Los electrones derivados de la oxidacion del D-
lactato se transfieren a la cadena de
Piruvato (R)-Lactato transferencia de electrones de la varios sitios de
ubiquinona/citocromo, donde pueden utilizarse cofactores
para proporcionar energia para el transporte
activo de una variedad de aminoacidos y
azucares a través de la membrana.
Seunea3
grupos [4Fe-4S]
por
subunidad.Se
une a 1
Quinol Quinona pirofosfato de
tiamina por
subunidad. Se
une a 1 ion Mg
2+ por
subunidad.
PARAMETROS
tipo sustrato .vglpr unidades tipo valor unidades
inicial
Km D-lactato 0.16 mM Vmax 4.32 mM/s
Km uM kcat 0.36 s™-1)
CONDICIONES EXPERIMENTALES
valor inicial valor final unidades
temperatura 25 * (03
pH 82/ 71 *

The samples were prepared by adding 10 /x| of 2.3 mM D-LDH to 500 /~I of solution containing 25 mM D-

buffer lactate, L-lactate, or pyruvate in 0.1 M potassium phosphate buffer in D20 at pH 8.2, under anaerobic

conditions.
D-lactate, L-lactate, or pyruvate in 0.1 M potassium phosphate buffer in D20 at pH 8.2
REFERENCIA
Titulo Autor afno journal volumen paginas PubMed
Stopped-flow
kinetic and
blocﬂhnzzfnﬂrzt#:_les Furdui C., Biochimica et
; Ragsdale 1995 Biophysica 1252 269-277 7578233
associated D-
S.W. Acta
lactate
dehydrogenase of
Escherichia coli.

https://www.uniprot.org/uniprotkb/P06149/entry



https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q2RMD6/entry
https://doi.org/10.1074/jbc.m003291200
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P06149/entry
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5.4 Apéndice D
Codigo 5: sensibilidad de parametros para el modelo estructurado

4]: | # importar desde el paquete de pyfoomb
import pyfoomb
print(f'Current package version of {pyfoomb._ name__}: {pyfoomb.__version__}")

from pyfoomb import BioprocessModel
from pyfoomb import ObservationFunction
from pyfoomb import Caretaker

from pyfoomb import Visualization

from pyfoomb import Measurement

Current package wersion of pyfoomb: 2.17.7

6] from matplotlib import pyplot
import numpy
import pandas

# Set seed of random number generator for reproducibility
numpy . random. seed(123)

8]: | # Define la clase de modelo
class SequentialkKinetic(BioprocessModel):

def rhs(self, t, y):
# Descomprime el vector de estedo. Los estados son ordenados alfabeticamente. #pyx11 para extroeer datos
A, B, C, D, E, F, G, L, P, S5, X =¥

# Descomprime los pardmetros del modelo.Ejemplo:
51 = self.model_parameters['S1’]

kace = self.model_parameters['kace’]

klac = self.model_parameters[ 'klac’]

ks = self.model_parameters['ks']

kco = self.model_parameters[‘kco"]

kd = self.model parameters['kd']

#velocidades

umax = self.model parameters['umax’]

umax3 = self.model_parameters[ 'umax3"]

umax5 = self.model_parameters| umax5” ]
#rendimientos

Y = self.model_parameters[ 'Y"]

YP = self.model parameters['YP']

#exponentes

a = self.model parameters['a’]
b = self.model_parameters['b"]
¢ = self.model_parameters| 'c”]



#ruta metabolica

umaxl = self.model parameters['umaxl’]
kb = self.model_parameters[‘kb']

umax2 = self.model parameters['umax2’]
kd2 = self.model_parameters['kd2']
umax4d - self.model parameters[’umaxd’]
ke = self.model_parameters[‘ke']

umax6 = self.model_parameters[ 'umax6’]
kf = self.model parameters['kf']

umax? = self.model_parameters[ 'umax7']
kg = self.model_parameters['kg']

# Define las derivadas

#Sulfato

dsdt = -(¥)*(umax)*((1-(P/S1)**a)*(5/(ks+S5)))*X*(L**b)
dBdt = ((umax1)*®((B*S)/(kb+B)))*(X)*(C/(kco+ C))

dodt = ((umax2)*{(D*B)/(kd2+D+(D**2))))* (X)*(C/(kcos+ C))
dPdt - (umax*(¥P))*(((1-(P/S1)**a)*(5/(ks+S)))*X)*(L**b)
#Lactato

didt = (-umax3)*((L**c)/(klac+L**c))*X*(kace/(A+kace))
dEdt = ((umax4)*((E*L)/(ke+E)))*(X)*(C/(kco+ C))

dFdt = ((umax6)*((F*E)/(kf+F)))*(X)*(C/(kcos+ C))

dGdt = ((umax7)*((G*F)/(kg+G)))*(X)*(C/(kco+ C))

dAdt = (umax3)*((L**c)/(klac+L**c))*X*(kace/(A+kace))
#Carbono

dedt = (umax5y*((L**c)/ (klac+L**c)V*X* (kco/ (kco+ChH)Y

#Biomasa
dxdt = (umax*@.6)*((1-(P/S1)**a)*(5/(ks+S))*X)- ((kd*X*(S**b))/5)

# Regresa las derivadas come Lista (or numpy array)
# EL orden corresponde al vector de estado

return [dAdt, dBdt, dcdt, dbdt, dEdt, dFdt, dedt, didt, dPdt, dsdt, dxdt]

# Define un diccionario para lLos valores iniciales.

# La clave corresponde al estade del modelo, extendidos por un 8 (cero)

#

initial values = {

ag"
‘BB"

:0.1,
:0.1,
gl

:0.1,

":0.1,

:@.81,
:0.eee1,
14648,
129,

" 15655,
':5,
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# Define un diccionario para Los parametros del modelo.
# La clave se relaciona con los nombres de las variables utilizadas en La clase del modelo. Ejemplo:
model_parameters = {
#constantes cinéticas
's1':680,
‘kace’ :1588,
‘klac':2508,
ks’ :0.00089048,
‘kco "9,
'kd* :@.04,
#velocidades
‘umax':8.13,
‘umax3':0.6,
‘umax5':e.12,
#rendimientos
¥':7.5,
YP' i1,
#exponentes
‘a':l.9,
‘b*:e.1,
‘c':1.5,

#ruta metabolica

'kb*:0.036,
'umax1”:0.660056,
'kd2':0.12,
'umax2":0.8855,
'ke':0.011,
'umax4 "’ :0.000078,
"kf':0.017,
'umax6 "’ :0.60015,
"kg’:0.00812,

'umax7 " :0.60038,

# Instanciar un Caretaoker, que administra el modelo y su parametrizacidn.
caretaker = Caretaker(
bioprocess_medel class=Sequentialkinetic,
model_parameters=model_parameters,
initial values=initial values,

# Ejecuta ung simulacicn hecia adelante.
simulation = caretaker.simulate(t=216)

# Visualizar las trayectorias resultantes.
_ = Visualization.show_kinetic_data(simulation)

Figura A 32. Resultados del codigo para el anadlisis de sensibilidad del modelo estructurado.

# Obtenga todas Las sensibilidades y muéstrelas

# NOTA: Esto generard un grdfico enorme

sensis_all = caretaker.get sensitivities(tfinal=216)

_ = Visualization.show_kinetic_data(sensis_all, ncols=4)
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h=1,00e.03
ol0
0.05
0.00
0.05 -
o 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: B | Parameter: kd
o o di@)dkd)
h=1006-03
~2000
4000 -
—6000
—8000
o 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: B | Parameter: kg
0.0 . diB)oikg)
h=100e-03
-02
~0.4
-6
o s0 100 150 200
Replicate ID: None
Response: B | Parameter: PO
20- __ ciBVPO)
h=2.90e-02
15
10-
05
0.0-
o so w0 150 200

Replicate ID: None
10 Respanse: B | Parameter: umax1

dIBNdumaxl}
6 h=1.00e-03
4
2
o "
o 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: B | Parameter: umax5
400 —
200
200
100 -
A(B )fd{umax5)
N " h=1.00e-03
0 s0 100 150 200
Replicate ID: None
Response: B | Parameter: Y
" . diein
h=17.50e-03
—s0-
-100
-150-
—200

0 50 100 150 00

0-

~2000 -

—4000 -

-6000

~8000 -

0.0015
0.0010
0.0005
0.0000

~0.0005

0.0015

0.0010 -

0.0005 -

0.0000

004

0.02 -

0.00

-0.02

=0.04 -

-0.06

0.00000

~0,0000% -

000010 -

—0.00015

0.00020 -

0.4-

03

0.2-

01-

00-

[E]

02

01

02

a1

00

=01

1200

1000 -

800
400

200 -

Replicate 1D: None
Response: B | Parameter: b

B )d{b)
" h=1.00e.03 =

| ) | | - 10
o 50 100 150 200
Replicate 1D: None
Response: B | Parameter: DO
diB)HDD
—= h=1.00e.03 0.0+
—01
—02-
-03
-0.4
[} 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: B | Parameter: kace
diBldikace) anlh
=) Pl
-2

-6
-8
0 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: B | Parameter: kd2
. diBl(ka2)
h=1.006-03 03
0.2
ol
00
[} 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: B | Parameter: klac
_._ diB)fdiklac)
h=3.50e+00 olo
005
0.00
-0.05

0 50 100 180 200
Replicate ID: None
Response: B | Parameter: SO

. diB)d(50)
h=5.66e+00

Replicate ID: None
Response: B | Parameter: umax2

dIB)/d(umax2)
T h=1.00e-03

0 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: B | Parameter: umax6

diB)/dlumax)
= h=L.00e-03

0 50 100 150 200

Replicate ID: None
Response: B | Parameter: YP

. diByocre)
h=1.00e-03

0 50 100 150 200

. diBIdiks}
0~ h=1.00e.03

— dIBldiumax3)
- h=1.00e-03

Replicate I1D: None
Response: B | Parameter: BO

diB)/d{BO)
— h=1.00e-03
50 100 150 200

Replicate ID: None
Response: B | Parameter: EQ

BH(ED)
h=1.00e-03
0 100 150 200
Replicate ID: None
Response: B | Parameter: kb

. diBidikn)
h=1.00e-03

150 200

0 100

Replicate ID: None
Response: B | Parameter: ke

diBldike)
~ n=1.00e-03

%0 100 150 200

Replicate ID: None
Response: B | Parameter: ks

s0 100 150 200

Replicate ID: None
Response: B | Parameter: 51

diBNdI51}
h=6.80e-01

Replicate 1D: Nene
Response: B | Parameter: umax3

w0 100 150 200

Replicate ID: None
Response: B | Parameter: umax7

d(B)/d{umax7)
= h=1.00e-03

0 100 150 200
Replicate I1D: None
Response: C | Parameter: a

. dicydia)
h=1.90e-03

0 100 150 200
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Replicate ID: None
Response: B | Parameter: ¢

dBld(c)
- he1 3
15
10
5
0 T " .
o 50 100 150 200
Replicate ID: None
. Response: B | Parameter: FO
_._ diBYd(FO)
006 h=1.00e-03
0.04
0.02-
0.00
-0.02
004~ |
] 0 100 150 200
Replicate ID: None
Response: B | Parameter: kco
0 . diBldikco)
h=9.00e-03
2
-6
] 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: B | Parameter: kf
0.0010
Bk
™ n=1.00e03
0.0005
0.0000
=0.0005 -
=0.0010 -
[ 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: B | Parameter: LO
pone d(BLD(LO)
" h=d 64e+00
0,005 -
-0.010 -
-0.015 -
_—
T ————
0 s0 100 150 200
Replicate ID: None
I Response: B | Parameter: umax
—— dIB)/diumax)
2000 - h=1.00e-03
1000 -
]
1000
2000 -
a 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: B | Parameter: umaxd
o6
. diBlig(umexd)
04- h=1.00e-03
02
00
-0z
—0.4
0 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: B | Parameter: X0
. __ diBdixe)
3 h=5.00e-03
20
10
o i .
0 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: C | Parameter: AQ
0.0010 -
HCW/d(AD)
0.0008 - h=1.00e-03
0.0006
0.0004 -
0.0002 -
0.0000 - » 1 }
0 50 100 150 200
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Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate ID: None
Response: C | Parameter: b Response: C | Parameter: BO Response: C | Parameter: ¢ Response: C | Parameter: CO
o . dieyn) dcHE0) . dENdic) L0+ d(CHAHCD)
h=1.00e-03 s} h=1.00e-03 ? h=150e.03 h=1.00e-02
-200 08
i 20-
-200 ooz 0.6
=600 - 0.01 - 10 04
800 - 0.00
02
— 0
0 50 100 150 200 0 0 100 150 200 o 0 100 150 200 o 50 100 150 200
Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate 1D: None Replicate ID: None
Response: C | Parameter: DO Response: C | Parameter: EQ Response: C | Parameter: FO Response: C | Parameter: GO
00075 -
. dieyaDo) . dicidiFo) b3 . e HEWOKGO)
00004} — h=1.00e.03 oo 20050 n=1.00e-03 h=1,00e-03
0.0025 - 0.02
0.0002 -
-0.02
©.0000 - 001 -
0.0000 - — -
-0.04 s 0.0025 .
0.0002 5 ~0.0050
oo | | h=1.00e-03 ‘ ‘ . o1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200 o 50 100 150 200 [ 50 100 150 200
Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate ID: None
Response: C | Parameter: kace Response: C | Parameter: kb Response: C | Parameter: kco Response: C | Parameter: kd
oooe __ diCkkace] 002 __ diCdtkn) aicyikeol o __ dicieta)
h=1.50a+00 h=1.006-03 6- h=8.006-03 _250- h=1006-03
=0.0002 -
ooe -500 -
~0,0004 a
0.02 - ~750-
0.0006 - - 1000
-0.04
—0.0008 - -1250 -
) ! ! ! 0.06 - ‘ " 0 ) ! ! —1500 -, 3 A
0 50 100 150 200 o 50 100 150 200 o 50 100 150 200 [ 50 100 150 200
Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate ID: None
Response: C | Parameter: kd2 Response: C | Parameter: ke Response: C | Parameter: kf Response: C | Parameter: kg
008
0,005 - A i) (ke) 0.0001 - . Tk oo \ _._ diClid{kg)
/\f\ 004 - h=1.00e-03 h=1.00e-03 0.000 1 h=100e-03
0,000 - e—
| 1 \ 003 - 00000 0,025 { fot
~0,005 - \lp \I X 1Y
Coote 002 2.0001 - —0.050 \_/
001 -0.075
0015 00007 - T,
) 000 - -0,100 - .
=1.00e- : ~0.0003 - ~
-0,025 - 0.01 - ] I I b ] | 0125+
50 100 150 o 50 100 150 200 o 50 100 150 200 o 50 100 150
Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate ID: None
Response: C | Parameter: klac Response: C | Parameter: ks Response: C | Parameter: LO Response: C | Parameter: PO
0.0000 0.000 0.000
diC)idikiac) d(CIdILD) Clid(PO)
—— h=9.50e+00 0.0008 © —— po% pde+00 0,025 7 h=2.90e-02
—0.0001 - The
-0.005 0.0006 - ~0.050
~0,0002 -
o 0.0004 - -0.075 -
-0.0003 — 5 100
20602 -0.100
diC)iiks) .
0.0004 - _5.018 - - -0125 tan,
0.015 fi=1.00e-03 20000 4 i
0 so 100 150 200 o 50 100 150 200 0 0 100 150 200 o s0 100 150 200
Replicate ID: None Replicate |D: None Replicate ID: None Replicate ID: None
Response: C | Parameter: S0 Response: C | Parameter: S1 Respanse: C | Parameter: umax Response: C | Parameter: umax1
0,000 dIC)(S0) 0125 dicpaisy) 500 - S dCh iR} —— JCyalumanl)
T h=5.66e+00 = h=6.60e 01 h=1.00e-03
-0.001 0.100 100 - o
-0,002 - 0.075 - -
300 208
0,003 - 0.050 - 200
-0,004 0.025 - 100 - 0.00
| 0.000 0- . } |
o 50 100 150 200 o 50 100 150 200 0 ] /]
Replicate ID: None Replicate 1D: None Replicate I1D: None Replicate ID: None
Response: C | Parameter: umax2 Response: C | Parameter: umax3 Response: C | Parameter: umax4 Response: C | Parameter: umax5
- - 00
OB acyaiumax) 0 ___ diCyd(umaxd) A(C)d(umad) . SHCHd(umaxs)
0,06 h=1.00e-03 . h=1.00e-03 0,050 - h=1.00e-03 500 - h=1.00e-03
0.025 E
0.04 . 400
\ 0.000 200
oo 1 ~0.025 -
1 3 200
000 1
\\b . ~0.050 - 100
=0.02 | , | ~0.475 | - | 0 4 |
0 0 100 150 200 o 50 100 150 200 0 0 100 150 200
Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate ID: None
Response: C | Parameter: umax6é Response: C | Parameter: umax? Response: C | Parameter: X0 Response: C | Parameter: Y
0.08- dICHa(umax6) 2} diC)/d(umaxT) _._ diCydix0) . WOy
~* h=1002-03 000 - ~ h=1.00e-03 4- —*= h=5.00e-03 25-
0.06- i 20
0.04- -0.05 \/ -- 3
15-
0.02- -
—p30- : 10
0.00 2
~0.02 - 015 - . 051
| | | | | | | | e 0 | | | 00
o s0 100 150 300 o 50 100 150 200 o 50 100 150 200
Replicate ID: None Replicate ID: Nene Replicate ID: None Replicate ID: None
Response: C | Parameter: YP Response: D | Parameter: a Response: D | Parameter: AQ Response: D | Parameter: b
] . dcom 10- . dDjidta) 0400000 . dDNd(AD) 1 _._ diyam
. h=1.000-03 T oR=100003 oo n=1.00c-03 _a00 4 n=1.002-03
5 -0.00050 ~1000
—40- 0 -0.00075 - ~1500 -
60 "‘\\ -0.00100 - —2000 -
— - —0.00125 - 2500
-80 .
| | — 0.00150 | | | -3000 -, " 5
o S0 100 150 200 0 50 100 150 200 0 50 100 150 200




Replicate ID: None
Response: D | Parameter: BO

. dDNB0)
h=1.00e-03

03
02
0.1
00 -
0 0 100 150 200
Replicate ID: None
Response: D | Parameter: EO
0.000
-0.025
0,050 -
=0.075 -
—0100 d(D)/GHED)
e h=1.00e-03
0 so 100 150 200
Replicate ID: None
Response: D | Parameter: kb
oo D))
h=1.00e-03
—05-
~10-
_15-
0 = 100 150 200
Replicate 1D: None
Response: D | Parameter: ke
0.125 -,
Dtk
0100 h=1.00e-0:
0.075 -
0.050
0,025 -
0.000 -
-0,025 |
0 s0 100 150 200
Replicate ID: None
Response: D | Parameter: ks
d(D)fd{ks)
oo h=1.00¢-03
000
-0.01-
-0.02
0 50 100 150 200
Replicate 1D: None
Response: D | Parameter: 51
012
d(D)fd(s1)
010- ~ h=6.80e-01
0.08 -
006
0.04-
0.02 -
000
0 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: D | Parameter: umax3
d(D)fdlumax3)
L, heloben
3.
2-
o

Replicate ID: None
Response: D | Parameter: umax7

A(ONd(umaxT)
= h=1.000-03

0 0 100 150 200
Replicate ID: None
Response: E | Parameter: a

V(A
— nh=1.208-03

Replicate ID: None
Response: D | Parameter: ¢

5 diDyidic)
h=1500-03

4

3

2

1-

0-

0 50 100 150 200

Replicate ID: None
Response: D | Parameter: FO

ﬁ — R
0.010 - a
0,000 - _____/4 l.t"“‘“\ "\

=0.005 -

0,010 -

0 50 100 150

Replicate ID: None
Response: D | Parameter: kco

0o
d(D)dikco)
" h=0.00e-03
—05-
“10-
-15
_20-
o 50 Lloo 150 200
Replicate ID: None
Response: D | Parameter: kf
0.0002 -
0.0000
-0.0007 -
—0.0004
diDj/dikey
~0.0006 he1.00e-03
o 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: D | Parameter: LO
0.000 aoyae)
—0001 4 h=4 Gdet
0.002
—0.003 -
-0.004 -
0.005
o 50 100 150 200

Replicate I1D: None
Response: D | Parameter: umax

HONdlumax)
800 — h=100e-03
600
400
200 -
0-
—200
Replicate ID: Nene
Response: D | Parameter: umax4
dlDydiumaxd)
o1 — h=100e.03
00-
o1
02, o p 4
] 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: D | Parameter: X0
8- — oYXy
h=5.000-03
6
a-
2- —
“ 0
] 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: E | Parameter: AD
i dIENHAD)
03" == p=1006.03
0z
01-
a0 -

0.4

0.3-

0.2

01~

0.0-

-1000

—2000 -

~3000 -

0.00 -
—-0.02 -

0.04 -
-0.06
0,08 -
010 -

400000 -

300000

200900 -

100000 -

o

5000

-10000

15000 -

Replicate ID: None

Response: D | Parameter: CO

diDYd(CO)

" h=1.00e02

di0VdGO)
= h=1.00e03

diD)/d{umaxl)
" h=1.00e-03

=

=

el

©

50 100

Replicate ID: None

150

200

Response: D | Parameter: GO

s0 100

Replicate ID: None

150

200

Response: D | Parameter: kd

0 100

Replicate ID: None

150

d0yd(kd)
h=1.00e-03

200

Response: D | Parameter: kg

100

Replicate ID: None

dEDWEhJJ

Response: D | Parameter: PO

dED\M{mJ

Replicate ID: None

150

Response: D | Parameter: umax1

Replicate ID: None

150

Response: D | Parameter: umax5

diD)idiumaxs)
~ h=1.00e03

% 190

Replicate ID: None

L~

150

200

Response: D | Parameter: Y

Replicate ID: None

. doydrn
h=7.500-03

150

200

Response: E | Parameter: b

50 100

150

. dElE)
=1.006-03

200
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Replicate ID: None
Response: D | Parameter: DO

125 . diDNgiD0)
h=1.00e-03
1.00
0.75-
0.50 -
0.25
.00 e
o E 100 150 200
Replicate ID: None
Response: D | Parameter: kace
DVd(kace) -
00004 - h=150e+00 — —
-
0.0003
0.0002 -
0.0001
0.0000 -
a 50 100 150 200

Replicate ID: None
Response: D | Parameter: kd2

DNl
7 h=1.00e-03

L] s0 100 150 200

Replicate ID: None
1e-5 Response: D | Parameter: klac
0-

diD)idiklack
h=09.50e+00
—2-
4
-6
o s0 100 150 200
Replicate ID: None
Response: D | Parameter: 50
0.04- _,_ SDN(SO}
h=5.66e+00
0.03-
0.02 -
001
000
o 0 100 150 200
Replicate ID: None
Response: D | Parameter: umax2
200007 wopa(umax2) .
" h=1.00e-03
15000
10000
5000 -
0
o 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: D | Parameter: umax6
0.20 - qﬂml{umax!}
=1.00e-03
015
0.10 -
008
000-
-0.05
0 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: D | Parameter: YP
0 . dloyae
= h=100e-03
-20
—a0-
60
—80-—, -
[ 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: E | Parameter: BO
ENIIBO)
04- h=1.008-0
0.2
00-
02-0)
[ 50 100 150 200



Replicate ID: None
Respanse: E | Parameter: ¢

0-
dIEVd(c)
—_
_— h=1508-03
~100-
-15¢
-200-
-250-
0 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: E | Parameter: FO
d(EM(FOY
.15 —— h=1 00803
0.10-
0.05-
0.00-
~0.05 -
010
0 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: E | Parameter: kco
Y diE)(keo)
T h=9.00e-03
-s5-
10

Replicate ID: None
Response: E | Parameter: kf

d(ENd(kF)

0.000 - —= h=100e-03

0,002 -

—0.008

-0.006
o 0 100 150 200

Replicate ID: None
Response: E | Parameter: LO

06 __ dENILO)
h=4.64e+00

04

o 0 100 150 200

Replicate 1D: None
Response: E | Parameter: umax

10000 diENdiumax)
h=1.00203
8000
5000
4000
2000
0
o 50 100 150 200

Replicate ID: None
1.7 Response: E | Parameter: umax4

GIE)dIumaxd)
125 === 1=1,000-03
1.00-
a7
050 -
025
0.00 -
o s0 100 150 200
Replicate ID: None
Response: E | Parameter: X0
B0 -
(EVX0)
— h=5.000-03
0 -
40
20-
0-
50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: F | Parameter: AQ
GIF)IIAD)
015- h=1.00e-03
0.10-
0.05
000-
50 100 150 200

Replicate ID: None
Response: E | Parameter: CO

25 D
20 -
15
10
os

! . diEpaico)
oo h=1.00e-02

(] 50 100 150 200

Replicate ID: None
Response: E | Parameter: GO

05 __ dENNGOI
h=1.00e-03
04-
03-
0z
o1
06
0 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: E | Parameter: kd
1 d(E i)
— fr=1.00e-03
-10000
~15000 -
20000
-25000 -
o 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: E | Parameter: kg
os
dlENidikg)
— Pl
a0
-05
“10-
o 50 100 150 200
Replicate 1D: None
Response: E | Parameter: PO
0.0+ _ diEndip)
h=2 90e-02
-05
1o
=135
=20
_25-
o 0 100 150 200
Replicate 1D: None
Response: E | Parameter: umax1
diENd{umax1)
—= h=100c.03
2
L
0
T e 0 160 150 200
Replicate ID: None
Response: E | Parameter: umax5
woe dIE)Olumaxs)
h=100e.03
800
600 -
200 -
200~
0-
0 50 100 150 200

Replicate ID: None
Response: E | Parameter: Y

! diENaT
0 —— n=7.50003

0 50 100 150 200
Replicate ID: None

Response: F | Parameter: b

dF i)
" h=1.00e-03

~10000 -
—20000 -
-30000

—30000 -

0.0125 -

0.0100 -

00075 -

0.0050

0.0025

0.0000

-0.2-

0.003

0.002

0.001 -

0.000 -

—0.04 -

-0.06

—0.08 -

1.00 -

075
050

025

—0.35 -

~0.50 -

=500 -

~1000 -

Replicate ID: None
Response: E | Parameter: DO

d(EN(DD)
— 12
10-
08-
0.6~
04-
02-
. . . 00-
o S0 100 150 200
Replicate ID: None
Response: E | Parameter: kace
HEVd(kace) 025
— h=1.50e+00
0.00 -
—0.25-
-0.50 -
=0.75
1.00 -
o =0 100 150 200
Replicate 1D: None
Response: E | Parameter: kd2
o
2-
-6
. 8-
., diENdkdZ)
h=1.00e-03
-10
o 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: E | Parameter: klac
- 0.00 -
dIE)idiklac) ul
" h=0.50e+00 | -0.05
-0.10
-0.15
0.20
.25
-0.30
) = 100 150 200
Replicate ID: None
Response: E | Parameter: SO
dIENdIST) 25
—= h=5.66e+00
20
15
Lo
05
00
o s 100 150 200
Replicate ID: None
Response: E | Parameter: umax2
diENd{umax2) 0
h=100¢03 -
—500 -
—750 -
-1000
~1250 -
0 0 100 150 200
Replicate ID: Nona
Response: E | Parameter: umax6
. SE)diumaxe)
h=1.00e-03
0
a1-
—2-
o 0 100 150 200
Replicate ID: None
Response: E | Parameter: YP
GENGIYP) 25 -
— n=1.00e-03 =
100 -
75
50
25-
.
T —— 0-
o £ 100 150 200
Replicate ID: None
Response: F | Parameter: BO
- diFNd(BO} 0-
02" —— h=1.00e03
—20-
—40
&0
g0 -

0 100 150
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Replicate ID: Nane
Response: E | Parameter: ED

GIEN(ED)
h=1.00e.03
50 100 150 200

Replicate ID: None
Response: E | Parameter: kb

HEN( kD] ’
h=1.00e-03

e, /

[ s0 100 150 200

Replicate ID: None
Response: E | Parameter: ke

dIENdike)
T h=1.00e-03

100 150 200

Replicate |D: None
Response: E | Parameter: ks

dE)diks)
" h=1.00e-03

100 200

150

Replicate ID: None
Response: E | Parameter: S1

HE)DS1)
=== h=6.80e-01

150 200

100

Replicate 1D: None
Response: E | Parameter: umax3

dIEMg(umax3}
h=1.000-03

100 150 200

icate 1D: None

4
~\
\
\
S{E)d{umaxT) \
" h=1.00e-03 .
0 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: F | Parameter: a
. diFidia) /"\_
h=1.80e-03 \
e

] 50 100 150 200

Replicate ID: None
Response: F | Parameter: ¢

diF)/dic)
h=150e-03

200




Replicate ID: None
Response: F | Parameter: CO

3 d(F)/d(CO}
h=1.00e-02
2-
0-
[ 50 100 150 200

Replicate ID: None
Response: F | Parameter: GO

05 __ dFYdIGD)
h=1.00e-03

04-

03-

02-

01

0.0

o 0 100 150 200

Replicate ID: None
Response: F | Parameter: kd

by  diFydl)
10000 - bosdi

20000
~30000 '\\
-a0000 -
™~
50000 -
=
60000 - .
o 50 100 150 200

Replicate 1D: None
Response: F | Parameter: kg

diF)/d(kg)
©.7% - = h=1.00e.03

050 -
925
000
-0.25 -
50 100 150 200
Replicate 1D: None
Response: F | Parameter: PO
o diF)fd{ PO}
al h=2.900.02
2
4.
0 100 150 200

Replicate ID: None
Response: F | Parameter: umaxl

diFd(umax1]
0.5 — h=100e-03
-10
-1.5
2.0
=2.5"
-30 . .
0 s0 100 150 200
Replicate ID: None
Response: F | Parameter: umax5
1500
. diF)d(umas)
1250 - h=1.00e-03
1000 -
750-
500 -

0 s0 100 150 200

Replicate ID: None
Response: F | Parameter: Y
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Replicate ID: None
Response: G | Parameter: b
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40000
—60000 -
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Replicate ID: None
Response: F | Parameter: DO
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——

o 50 160 150 200

Replicate ID: None
Response: F | Parameter: kace

0 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: F | Parameter: kd2
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h=1.00e-03

Replicate ID: None
Response: F | Parameter: klac

diF ifdiklac)
—= n=9.50a+00

[ 50 100 150 200

Replicate ID: None
Response: F | Parameter: 50

diFia(S0}
T h=5.66a+00

[ 50 100 150 200

Replicate ID: None
Response: F | Parameter: umax2
dIF yaiumaxz)
h=1.006-03

Replicate ID: None
1.6 Response: F | Parameter: umax6é

diFMe(umax6)
-0
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Replicate ID: None
Response: F | Parameter: YP

dIF)ELYP)
T h=1.00e-03

o i6 140 150 200

Replicate ID: None
Response: G | Parameter: BO

AGIIBO)
= h=100e03

0 50 100 150 200

h=1.00e-03

diFidikace)
" h=150e+00
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diFI/d(EQ)
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Replicate 1D: None
Response: F | Parameter: EQ
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Replicate 1D: None
Response: F | Parameter: kb
- diF)dikb) o
h=100e-03
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Replicate ID: None
Response: F | Parameter: ke
. diFydike) o
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—4-
6~
8-
10
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Replicate ID: None
Response: F | Parameter: ks
0.4 -
diF)/diks)
—= h=100-03
03
0.2-
01
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0 100 150 200

Replicate ID: None
Response: F | Parameter: 51

Replicate ID: None
Response: F | Parameter: umax?

diFldumad)
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B 100 150 200

Replicate ID: None
Response: G | Parameter: a

diG)din) 0150 -
— h=1.90e03 -
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0.050
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0 100 150 200
Replicate I1D: None
Response: G | Parameter: ¢
—
4
3
2
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Replicate ID: None
Response: F | Parameter: FO

-~

A(F)aLFO)
h=1.00e-02
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o-

Replicate ID: None
Response: F | Parameter: kco

diFydikcal
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o

Replicate ID: None
Response: F | Parameter: kf
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o 100 150 200
Replicate ID: None
Response: F | Parameter: LO
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Replicate ID: None
Response: F | Parameter: umax
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Replicate 1D: None Replicate ID: None
Response: F | Parameter: umax3 107 Response: F | Parameter: umax4
. GiFNd(umax3) 10- _,_ GFNdiumaxd)
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0.4
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Replicate ID: None
Response: F | Parameter: X0

[ 50 100 150 200

Replicate 1D: None
Response: G | Parameter: AD

dIGVAIAD)
h=1,00e-03

100 150 200

Replicate ID: None
Response: G | Parameter: CO

dGHIICO)
= h=1.00e-02



Replicate ID: None
Response: G | Parameter: DO
0.000

dIGHa(D0]
" h=1.00e-03
~0,005 -
=0.010 -
0.015
-0.020 / —
0 0 100 150 200
Replicate ID: None
Response: G | Parameter: kace
0004 di6)dtkace]
h=1508+00
-0.02-
0.04 -
0.06
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Replicate ID: None
o Response: G | Parameter: kd2
. oiGHtka2)
h=1.00e-03
15-
10
0s-
0o
1] 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: G | Parameter: klac
000010 - aGa(Iac)
7 h=9.500+00
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0.00000 -
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-0.00015 -, v
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Replicate ID: None
Response: G | Parameter: 50

__ diGliaiso
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-0z \
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—04- ! 1 L
0 s0 100 150 260
Replicate ID: None
Response: G | Parameter: umax2
AGIdiumax2)
3 h=1.00e-03
2
0
s0 100 150 200

Replicate 1D: None
106 Response: G | Parameter: umax6
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6 h=1.00e-03

-

2

o . . . .
0 50 100 150 200

Replicate ID: None
Response: G | Parameter: YP
o-

d(G)/d{¥P)
= h=1.00e-03

—4000 -

~6000 -

Replicate I1D: None
Response: L | Parameter: BO

06- __ awyeieoy
n=1.00e-03

0 50 100 150 200

Replicate ID: None
Respanse: G | Parameter: EO

AG)d(ED)
T h=1.00e-03

o 50 100 150 200

Replicate ID: None
Response: G | Parameter: kb

20- diG)/dikb}
— n=100e03

0 0 100 150 200

Replicate ID: None
Response: G | Parameter: ke

o

diGHa(ke)
h=1.000-03

A
10
-15
-20 .
0 50 160 150 200
Replicate 1D: None
Response: G | Parameter: ks
0.0 ___ diGHaks)
h=1.00e-03
0.1
-02
-03 :
0 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: G | Parameter: 51
10 __ dIGHdIS1)
=6 60a-01
8-
-
a
2-
0-
0 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: G | Parameter: umax3
0 — diGIdiumax3)
3004 h=1.00e-03
200
-300 -
—400
—500 -

0 50 100 150 200

Replicate ID: None
106 Response: G | Parameter: umax?

diG)/d(umaxT)
© T h=1.00e-03

o 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: L | Parameter: a

_._ diLyata)
h=1.90e-03

50~
100
~150
o 50 100 150 200
Replicate 1D: None
Response: L | Parameter: c
°1 diLyte)
— h=150e-63
200
400
—600 -
800 \__"N
o 50 100 150 200

Replicate I1D: None
Response: G | Parameter: FO

10 dIGAIFD)
" h=1.00e03
6-
4
2
o-
0 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: G | Parameter: kco
e diGlidikeg)
—= h=9.00e-03
~10-
-20
—30-
—a0-
0 0 100 150 200
Replicate ID: None
Response: G | Parameter: kf
] . diGk)
h=1.000-03
-10-
—a0-
30
] 5 100 150 200
Replicate ID: None
Response: G | Parameter: LO
. diG)diLo)
h=4.64e+00
03
02
01
00-
o £ 100 150 200
Replicate ID: None
Response: G | Parameter: umax
AIGIdiumax)
8000 - == h=1,000-03
6000
4000 -
2000
o-
o s 100 150 200
Replicate ID: None
107 Response: G | Parameter: umax4
1255 dighdiumaxa)
h=1.00e-03
1.00-
075
0.50 -
025
000 -
[ 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: G | Parameter: X0
diG)idiX0)
60- h=5.00e-03
40 -
20
0-
o s 100 150 200
Replicate ID: None
Response: L | Parameter: AD
06+ d(L)/dIAD)
h=1.00e-03
05
04
03
02
01
0.0-
] 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: L | Parameter: CO
0.00025 - . diLico)
0.00020 - h=1.00e-02
0.00015 -
0.00010
0.00005
0.00000
0.00005 -
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Replicate |D: None
Response: G | Parameter: GO

1 HCIHGO)
200 g h=1.00e-03

175
1.50 -
125
100
0.75
0 50 100 150 200
Replicate 1D: None
Response: G | Parameter: kd
o . i)
20000 h=1.00e-03
~40000
—60000 -
-80000
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-120000 - " v
0 50 100 150 200
Replicate 1D: None
Response: G | Parameter: kg
_._ uiG)olkg)
800000 h=1.00¢-03
600000 -
400000 -
200000
0
0 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: G | Parameter: PO
b . acyaeo)
-2- h=2.800-02
—6-
8-
10 e
s
o 50 100 150 200

Replicate |D: None
Response: G | Parameter: umax1

(G)/o(umax1)
~10- ~* h=1.00e-03

] 50 100 150 200

Replicate |D: None
Response: G | Parameter: umax5
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Replicate ID: None
Response: G | Parameter: Y
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150 -
100
50 -
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Replicate ID: None
Response: L | Parameter: b

25000- E‘Him .
20000 -
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0

Replicate ID: None
Response: L | Parameter: DO
0.005 -
HL)/(DO)
™ h=1.00e-03
0,000 -

-0,005 -

-0,010 -

5
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Replicate ID: None Replicate 1D: None Replicate ID: None Replicate |D: None
Response: L | Parameter: EQ Response: L | Parameter: FO Response: L | Parameter: GO Response: L | Parameter: kace
15- K
dLY/HED} dILy/d(FO} a0 (G0} oo Vllkacs)
" h=1.00e-03 o1 T h=logen3 — h=1.00e-03 —oa " h=150e+00
0
1 -0z 0.2
00 -
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-01 064 ~04-
00- s =05
| | | 02| | | 0B | | -0 .
0 50 100 150 200 [ 50 100 150 200 o 50 100 150 200 ] 50 100 150 200
Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate ID: None
Response: L | Parameter: kb Response: L | Parameter: kco Response: L | Parameter: kd Response; L | Parameter: kd2
40000 -
oiLyid(kn) diLy/dlka) o6 a(L)falkn2)
~* h=1.00a-0 " h=1.00e03 = h=l, 3
204 0.0000 30000 - 04
0s -0.,0001 - 20000 - 02
0o =0.0002 - 10000 - 0.0
diL)d(kca)
05 ! ; : ~0.0003 -7 n—s‘uo.e-us ) | o | | | 02 M . .
0 50 100 150 200 o 50 100 150 200 0 50 100 150 200 o 50 100 150 200
Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate 1D: None
Response: L | Parameter: ke Response: L | Parameter: kf Response: L | Parameter: kg Response: L | Parameter: klac
.25 - 0.008 - 3
o n L diLyen 25 . diLidikg) s 0012 ayatkise)
0:00- oo I\ h=1008-03 h=1000-03 _,-‘/ o010} h=9,50a+00
. b 20
0 0.004 - f N 15 0008
050~ ! \\ . /-\ 0.006
0.002 \
-0.75 -N/'\ /J\ IR 05- 0.004
ig- . dLydike) 0000 - U 00- _/\Uf 0.002 1
h=1.00e-03
; 4 ! —o0z -, " " " -0.5- " " ! 0,000 -= ”
0 50 100 150 200 o 50 100 150 200 0 50 100 150 200 o 50 100 150 200
Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate ID: None
Response: L | Parameter: ks Response: L | Parameter: LO Response: L | Parameter: PO Response: L | Parameter: 50
o4 . diLydiks) oo . Loy . diLgPO} 0125 (LI/AI50)
h=1.00e-63 h=4.64e+00 h=2.808-02 h=5,66e+00
03+ 0355 - 3- 0.100
0.990 - 0.075 -
02 2
0.985 - 0.050 -
. 1-
o 0580 - 0.025 -
00- . . 0ers - | | I 0- . T : 0,000 - .
o 50 100 150 200 o 50 100 150 200 o 0 100 150 200 [ 50 100 150 200
Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate ID: None
Response: L | Parameter: S1 Response: L | Parameter: umax Respanse: L | Parameter: umax1 Response: L | Parameter: umax2
1-
° . diLydis1y v . diL/dlumaxl) 05- \ diLd{umax2)
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1 00- N
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Replicate 1D: None Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate ID: None
Response: L | Parameter: umax3 Response: L | Parameter: umaxd Response: L | Parameter: umax5 Response: L | Parameter: umaxé
4 0.003 -
! _ diLyumax3) HL)oumaxs)
500 h=100=03 h=1.00e-03
1 0002 -
-~
0- 0,001 -
: SLya(umaxa) 6008 1 20 (L)/6(umax6)
" h=L0ged3 . " h=1.00e-03
o 0 100 150 200 o s0 100 150 200 o 0 100 150 200 o 50 100 150 200
Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate I1D: None Replicate ID: None
Response: L | Parameter: umax7 Response: L | Parameter: X0 Response: L | Parameter: Y Response: L | Parameter: YP
by L8 (umaxT) o] (L SHL)dCrP)
h=1.00e-03 L — h=7.50e-03 2000 h=1.00e-03
? -2
40 - 1500 -
2-
e 40 - 1000
0- ” diLlarxa) a e
-1o0 —* h=5.00e03
! 0 " 0 " " -0 ) : " o - ;
o s0 100 150 200 0 50 100 150 200 o 0 100 150 200 0 s0 100 150 200
Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate ID: None
Response: P | Parameter: a Response: P | Parameter: AQ . Response: P | Parameter: b Response: P | Parameter: BO
- d(Pd(a) 5 diP)/dLA0) diP)/dib) 02
1o " h=1.0e-03 0:00123 AN T h=labe 03 00 T h=1.00e-03
a0 0,00100 - f 1}
f 400 1 01-
60 - 0.00075 - ! 1
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40- 0.00050 - |.\1f'\ 2 b 00-
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Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate ID: None Replicate ID: None
Response: P | Parameter: ¢ 10-5 Response: P | Parameter: CO Respanse: P | Parameter: DO Response: P | Parameter: EO
. — — st
e Ll 0,002 - e 00
0.2
2-
0.000 - s
-04 o- ]
—04-
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—0.8 1 . diRydle) 4 -0 dPYA(ED)
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Replicate ID: None
Response: P | Parameter: FO

diPlAIFO) A
h=100e-03

-0.05 \

Replicate ID: None
Response: P | Parameter: kco

. diPydikeo)
5 h=3.00e-03
o
-
t.} 50 100 1‘;‘10 ?ﬁc
Replicate ID: None
Response: P | Parameter: kf
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A(PYialkn
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0.001-
0.000
-0.001
~0.002
o 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: P | Parameter: LO
005 APYI(LO)
onis == h=d.6de+00
0.004
0,003 -
0,007
0.001
0.000 -4 ) -
o 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: P | Parameter: umax
o diP)diumax)
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0 v . A
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Replicate ID: None
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Replicate ID: None
Response: P | Parameter: X0
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Replicate ID: None
Response: 5 | Parameter: AQ
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0.010 h=1,00e-03
0 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: S | Parameter: CO
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Replicate ID: None
Response: P | Parameter: GO
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Replicate ID: None
Response: P | Parameter: kd
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ﬁ 50 100 l;D 200
Replicate ID: None
Response: P | Parameter: kg
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Replicate ID: None
Response: P | Parameter: PO
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0 50 100 150 200

Replicate ID: None
Response: P | Parameter: umax1

diPidiumax1)
h=1.00e-03

] 0 100 150 200

Replicate ID: None
Response: P | Parameter: umax5

dlP/d(umaxSh
7 h=1.00e-03 f

Replicate |D: None
Response: P | Parameter: Y

/‘\\ . diPYdIY)
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50 100 150 200

Replicate ID: None
Response: S | Parameter: b

——

f
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0 0 100 150 200
Replicate ID: None
Response: S | Parameter: DO
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Replicate 1D: None
Response: P | Parameter: kace

0.0000 -
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—0.0004 I . .
o 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: P | Parameter: kd2
diPNd(kd2)
010 4 h=1.00e-03
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-0.15
o 50 H..‘U 1;0 ?I;U

Replicate I1D: None
1o-5 Response: P | Parameter: klac

aIPyalkiac)
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Replicate ID: None
Response: P | Parameter: SO
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diP)/(50)
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Replicate ID: None
Response: P | Parameter: umax2
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Replicate ID: None
Response: P | Parameter: umax6

diPYd{umaxt}
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Replicate ID: None
Response: P | Parameter: YP

diPyd(YP}
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Replicate ID: None
Response: S | Parameter: B0
Lo
T
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00-
-05
_10-
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0 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: S | Parameter: EQ
A(S)d(ED)
. 7 h=1.00e-03
2
0-
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Replicate ID: None
Response: P | Parameter: kb

a{PY/d{kb)
02 h=1,00e-03
00
-0z
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Replicate ID: None
Response: P | Parameter: ke
0.6
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02-
0 -
02-
0 50 1(;‘D 150 200
Replicate ID: None
Response: P | Parameter: ks
000
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0 50 100 150 200
Replicate |D: None
Response: P | Parameter: S1
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Replicate ID: None
Response: P | Parameter: umax3
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Replicate |D: None
Response: P | Parameter: umax7
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Replicate 1D: None
Response: S | Parameter: a
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Replicate ID: None
Response: S | Parameter: ¢
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3
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1-
v . 0 " 0
] 50 100 150 200

Replicate ID: None
Response: S | Parameter: FO
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00-

o 50 160 150 200



Replicate ID: None
Response: S | Parameter: GO
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Replicate ID: None
Response: S | Parameter: kd
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0 v 0 v
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Replicate ID: None
. Response: S | Parameter: kg
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4
0
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[ 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: S | Parameter: PO
8
6
a
2-
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. —— h=2.90e.02
0 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: S | Parameter: umax1
25
00
-25
50

ashdiumaxl)
h=1.00e-03

100
0 s0 100 150 200
Replicate ID: None
Response: S | Parameter: umax5s
dIS)id(umaxS)
0.004 " h=1.00e-03
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Replicate ID: Nene
Response: S | Parameter: ¥
o __ disydiv)
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Replicate ID: None
Response: X | Parameter: b

. diXydib)
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[} 50 100 150 200

Replicate ID: None
Response: X | Parameter: DO
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Replicate ID: None
Response: 5 | Parameter: kace
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0 50

Replicate ID: None
Response: S | Parameter: kd2

10- aS)/d(kdz)
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0 50 100 150 200

Replicate ID: None
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- . diSkd(klac)
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0 50 100 150 200
Replicate ID: None
Response: S | Parameter: SO
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Replicate ID: None
Response: 5 | Parameter: umax2
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0-
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Replicate ID: None
Response: 5 | Parameter: umax6
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Esta ultima parte del codigo permite vizualizar todos los parametros de
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si para saber quien influye positiva o negativamente en determinados puntos de las graficas.
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Codigo 6 en Rstudio
Codigo para la creacion del mapa de calor a partir de la tabla de sensibilidades con valores

numericos del modelo expandido para la obtencion de fia figura 22 de la seccion de resultados.

1

@ SourceonSave | ® B run *+ ¥+ Esoure -
(pheatmap)
(readx1)

datos_rcompleta <- as.data.frame(sensibilidad_ruta_meta_completa)
rownames (datos_rcompleta) <- datos_rcompletal,1]

datos_rcompleta <- datos_rcompletal,-1]

str{datos_rcompleta)

=
H o @~

pheatmap (datos_rcompleta,

main = "Sensibilidad entre variables”,
display_numbers = FALSE,
fontsize_row = 6,
fontsize_co
breaks =
Tegend_breaks
bonder_color = "EIEN .
celTheight 8
cellwidth =
tresheight_row = 15,
cluster_rows = TRUE,
cluster_cols = TRUE,

color = colorrampralette (c("[EIER". "HELE . "[Fed

[
T




145

5.5 Apéndice E
Codigo 7 andlisis de sensibilidad del modelo expandido y generacion de los gréficos y tablas de relevancia
paramétrica.

# importamos desde el poguete de pyfoomb
import pyfoomb
print{f'Current package version of {pyfoomb._ name_ }: {pyfoomb._ wersion_ }'}

from pyfoomb import BioprocessModel
from pyfoomb import Caretaker
from pyfoomb import Visualization

Current package version of pyfoomb: 2.17.7

# Authors: The scikit-Learn developers
# SPDX-license-Identifier: BSD-3-Clause

import matplotlib

import matplotlib.pyplot as plt
import numpy as np

import pandas as pd

from sklearn import ensemble

from sklearn.inspection import permutation_importance
from sklearn.metrics import mean_squared_error

from sklearn.model_selection import train_test_split
from sklearn.utils.fixes import parse_wversion

class SequentialKinetic{BioprocessModel):

def rhs(self, t, y):
Ay B, G, D, E, F, G, L, Py 5, XK=y

# Pardmetros (usar los ajustedos de arriba)
51 = self.model_parameters['S1']

kace = self.model parameters['kace']
klac = self.model parameters['klac']
ks = self.model_parameters['ks']

kco = self.model_parameters['kco']

kd = self.model_parameters['kd']

umax = self.model parameters['umax']
umax3 = self.model_parameters['umax3']
umax5 = self.model_parameters['umax5']
Y = self.model_ parameters['Y"]

YP = self.model_parameters['YP']

a = self.model_parameters['a"']

b = self.model_parameters['b"]

¢ = self.model_parameters['c']

umaxl = self.model_parameters['umaxl']
kb = self.model_parameters['kb']

umax2 = self.model_parameters[’umax2' ]
kd2 = self.model_parameters['kd2"]
umax4d = self.model_parameters['umaxd']
ke = self.model_parameters['ke']

umaxé = self.model_parameters['umaxé']
kf = self.model_parameters['kf']

umax? = self.model_parameters['umax7']
kg = self.model_parameters['kg']



# PROTECCION: Evitar valores negativos en variables clave

5 = max
X = max
P = max

(S, 9.881) # Minimo de sustroto
(X, 8.881) # Minimo de biomasa
(P, 8.881) # Minimo de producto

# Término de inhibicidn por producto - protegido

inhibit

ion_term = max(@.881, 1 - (P/51)%**a)

# Término de Monod pora sustrato - protegido
monod_term = S / (ks + S)

# ECUACION MODIFICADA con proteccidn completa
growth_term = (umax) * inhibition_term * monod_term * X
death_term = (kd * X * (S**b)) / 5

# Asegu

rar gue death term no sea mayvor gue growth term

death_term = min{death_term, growth_term * 8.8) # Mdximo 88% del crecimiento

dXdt = growth_term - death_term

# Resto
dsdt =
dBdt =
dhdt =
drdt =
dldt =
dEdt =
dFdt =
dadt =
dAdt =
dCdt =

return

de ecuaciones (también con protecciones)
-(¥) * (umax) * inhibition_term * monod_term * X * (L**b)

({umax1) * ((B * 5) / (kb + B))) * X * (C / (kco + C})

({umax2) * ((D * B) / (kd2 + D + (D**2)))) * X * (C / (kco + C))
{umax * (YP}) * inhibition_term * monod_term * X * (L**b)
(-umax3) * ((L*¥*c) / (klac + L¥*c)) * X * (kace / (& + kace})
((umax4) * ((E * L) / (ke + E))) * X * (C / (kco + C))

((umax6) * ((F * E) / (kf + F))) * X * (C / (kco + C))

((umax7) *= ((G = F} / (kg + G))) * X * (C / (kco + C))

(umax3) * ({L**c) / (klac + L**c)) * X * (kace / (A + kace))
{umax5) * ((L**c) / (klac + L**c)) * X * (kco / (kco + C))

[dAdt, dBdt, dCdt, dDdt, dEdt, dFdt, dGdt, didt, dPdt, dSdt, dXdt]

# Define un diccionario para Los valores imicigles.
# Lo clave corresponde al estodo del modelo, extendidos por un 8 (cero).

#

initial_values

.
S
@
-
S
-
.
oy
.
57y
-

:9.1,
:8.1,
:1a,
:8.1,
:8.1,
:8.01,
:8.0001,
14648,
29,
15655,
:5,

=1
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# Define un diccionario para Los parametros del modelo.

# Lo clogve se relaciona con Los nombres de Los variagbles utilizodas en Lo claose del modelo. Ejemplo:

model_parameters = {

#constan
'S1':688
'kace':1
'klac':9
'ks':0.8
'kco":9,

tes cinéticas
)

500,

500,

989048,

"kd':8.84,
#velocidades

'umax’ 1@
'umax3”:
'umax5 " :
#rendimi
'Y':7.5,
"YP':1,

#exponen
'a":1.9,
‘b :@.1,
"ct:1.5,

.13,
0.6,

8.12,
entos

tes

#ruta metabolica

# Instanciar un Caretoker, que odministra el modelo y su parametrizacidn.

'kb':8.836,
'umaxl® :@.808856,
'kd2':08.12,
'umax2" :@.8855,
'ke':0.611,
'umax4' :0.800878,
'kf':0.817,
'umax6" :9.80815,
'kg':0.00012,
'umax7 " :0.80838,

caretaker =
bioprocess_model_class=5equentialKinetic,
model_parameters=model_parameters,
initial_walues=initial_wvalues,

Caretaker(

# Ejecuta ung simulacidn hacia adelante.

simulation

= caretaker.simulate(t=216)

# Visuwalizar Las trayectorigs resultantes.
_ = Visualization.show_kinetic_data{simulation)

import numpy as np

import pandas as pd

import matplotlib.pyplot as plt
import seaborn as sns

from
from
from
from

sklearn
sklearn
sklearn
sklearn

.ensemble import RandomForestRegressor
.model_selection import train_test_split
.metrics import r2_score, mean_squared_error
.preprocessing import StandardScaler
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def generate_complete_dataset(n_samples=200):

Genera dataset con todas las variables de estado como targets
variable_params = [
'51°, 'kace', 'klac', 'ks", 'kco’,'kd', ‘umax’,
‘umax3', ‘umaxs', "Y', 'YP', 'a', 'b", 'c’,
"kb', 'umaxl', 'kd2', 'umax2', 'ke', "umax4', 'kf',
"umaxt', "kg", "umax7? "'

# Diccionarios para almacenar datos

features_dict = {param: [] for param in variable_params}

targets_dict = {state: [] for state in ['A', 'B', °'C", 'D", 'E', 'F', 'G", 'L", "P', '5', "X'1}
trajectories_dict = {state: [] for state in ['A', 'B", 'C", 'D', 'E', 'F', 'G", 'L, 'P', 'S", 'X'1}

successful_simulations = @

for i in range(n_samples):
try:
# Varior pardmetros
varied_params = model_parameters_stable.copy()
for param in variable_params:
if param in model_parameters_stable:
variation = np.random.uniform{@.8, 1.2}
varied_params[param] = model parameters_stable[param] * variation

# Simulacidn

temp_caretaker = Caretaker(
bioprocess_model class=SequentialKinetic,
model_parameters=varied_params,
initial wvalues=initial_values,

simulation = temp_caretaker.simulate(t=188)

# Extraer valores finales de TODAS Las varigbles
valid_simulation = True

final_walues
trajectory_data = {}

for state_name in targets_dict.keys():
values = extract simulation_values(simulation, state_name)
final val = values[-1]

# Verificar que los valores sean wdlidos
if np.isnan(final_val) or final_val < @:
valid_simulstion = False
break

final_values[state_name] = final_val
trajectory_data[state_name] = values

if valid_simulation:
# Almacenar caracteristicas
for param in variable_params:
features_dict[param].append{varied_params param]}

# Almacenar targets

for state_name, value in final values.items():
targets_dict[state_name].sppend(value)
trajectories_dict[state_name].append{trajectory_data[state_name])

successful_simulations += 1

except Exception as e:
continue

print{f"Simulaciones exitosas: {successful_simulations}/{n_samples}™}
# Convertir a arrays
X = np.column_stack([features_dict[param] for param in variable_params])

y_dict = {state: np.array(targets_dict[state]} for state in targets_dict.keys({)}

return X, y_dict, variable_params, trajectories_dict
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def analyze_all_variables_sensitivity(X, y_dict, feature_names):

Realiza andlisis de sensibilidad para cada variable de estado
print("=" * 78)

print("AMALISIS DE SENSIBILIDAD - TODAS LAS VARIABLES™")
print("=" * 78)

results = {}

for state_name, y_walues in y_dict.items():
print(f"\n® Analizando variable: {state_pame}")
print("-" * 48)

# Verificar que hoy varigbilided en Los datos

if np.std(y_values) < le-18:
print(f" 4 No hay variabilidad en {state_name}, saltando...")
continue

# Dividir datos
¥ _train, X_test, y_train, y_test = train_test_split(
X, y_values, test_size=8.2, random_state=42

# Entrenar modelo
rf = RandomForestRegressor(n_estimators=188, random_state=42)
rf.fit{X_train, y_train)

# Evaluar

y_pred = rf.predict(}_test)

r2 = r2_score(y_test, y_pred)

mse = mean_squared_error(y_test, y_pred)

print{f" RZ: {r2:.4f}")
print(f" MSE: {mse:.2f}")

# Importancia de carocteristicas
importance = rf.feature_importances_
importance_df = pd.DataFrame({

"feature': feature_names,

"importance': importance
}).sort_values('importance', ascending=False)

# Almacenar resultados
results[state_name] = {
‘r2": r2,
‘mse': mse,
"importance_df': importance_df,
"model’: rf

# Mostrar top 3 pardmetros
top_3 = importance_df.head(3)
print(" Top 3 parametros importantes:"}
for _, row in top 3.iterrows():
print{f" * {row['feature']}: {row['importance']:.4f}")

return results
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def create_comparative_visualization(results, feature_names):

Crea visualizaciones comparativas para todas las variables
# 3.1 Heatmap de importancias
importance_matrix = np.zeros({len{results), len{feature_names}))

fig, axes = plt.subplots{2, 2, figsize=(28, 15))

# Heatmap
state_names = list(results.keys({))
for i, state_name in enumerate(state_names):
importance_df = results[state_name]['importance_df']
for j, feature in enumerate(feature_names):
if feature in importance_df['feature'].values:
importance_matrix[i, j] = importance_df[importance_df['feature'] == feature]['importance'].values[@]

# Plot heatmap

im = axes[@, @].imshow({importance_matrix, cmap="Y1OrRd', aspect='auto')
axes[8, @].set_xticks(range(len{feature_names)))

axes[®, @].set_xticklabels(feature_names, rotation=45, ha='right"}
axes[8, @].set_yticks(range(len{state_names)))

axes[8, @].set_yticklabels(state_names)

axes[8, @].set_title('Importancia de Parametros por Variable')
plt.colorbar{im, ax=axes[@, 8], label='"Importancia®}

# 3.2 R? por variable

r2_values = [results[state]['r2'] for state in state_names]

bars = axes[8, 1].bar(range(len{state_names)), r2_values, color="skyblue', alpha=8.7}
axes[@, 1].set xticks(range(len{state_names)))

axes[@, 1].set_xticklabels(state_names, rotation=45, ha='right')

axes[@®, 1].set_title('R®* por Variable de Estado')

axes[®, 1].set_ylabel('R? Score")

axes[@®, 1].set_ylim(@, 1}

# Afiadir valores en Las barras
for bar, r2 in zip(bars, r2_walues):
height = bar.get_height()
axes[@, 1].text(bar.get_x{) + bar.get_width{)/2., height + 8.81,
f'{r2:.3f}", ha='center', va="bottom', fontsize=0)

# 3.3 Top pardmetros globales
global_importance = pd.DataFrame({

"feature': feature_names,

"total importance®: np.sum(importance_matrix, axis=8)
1).sort_values('total_importance', ascending=False)

top_global = global_importance.head(18)

axes[1, @].barh(top_global['feature'], top_global[ total_importance®'], color='lightgreen'}
axes[1, @].set_title('Importanciz Global de Pardmetros (Suma sobre todas las wariables)')
axes[1, @].set_wxlabel('Importancia Acumulada’)

# 3.4 Especificidad de pardmetros
specificity = np.std(importance_matrix, axis=8) / (np.mean{importance_matrix, axis=8) + le-18)
spec_df = pd.DataFrame({
"feature': feature_names,
"specificity': specificity
T).sort_wvalues('specificity', ascending=False}

top_specific = spec_df.head(8)

axes[1, 1].barh(top_specific['feature'], top_specific['specificity'], color="orange'}

axes[1, 1].set_title('Especificidad de Parametros\n{Alta = afecta pocas variables, Baja = afecta muchas)'})
axes[1, 1].set_xlabel('Coeficiente de Variacidn')

plt.tight_layout()
plt.show()

return global_importance, spec_df
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def analyze_trajectory_sensitivity(trajectories_dict, X, feature_names):

fAnaliza sensibilidad en caracteristicas de las trayectorias

print("\n" + "=" * 7@)
pr‘int(".ﬂN.'iLISIS DE SENSIBILIDAD - CARACTERISTICAS DE TRAYECTORIAS™)
print("=" * 78)

trajectory_results = {]

for state_name, trajectories in trajectories_dict.items():
print(f"\n# Analizando trayectorias de: {state_name}"

# Extraer caracteristicas de Las trayectorias
trajectory_features = []

for traj in trajectories:
if len(traj) » 18: # Asegurar gue hay suficientes puntos
features = {
‘valor_final': traj[-1],
‘valor_maximo': np.max{traj},
‘valor_minimo': np.min(traj},
‘area_curva': np.trapz(traj},
‘tasa_crecimiento_max': np.max(np.diff{traj}) if len{traj) > 1 else @,
‘tiempo_pico': np.argmax(traj) / len{traj) if len(traj) > @ else @

trajectory_features.append(list{features.values{)})

if len(trajectory_features) > 28: # Minimo de muestras
y_traj = np.array(trajectory_features)
feature_names_traj = list(features.keys())

# Analizar cada caracteristico de trayectoria

traj_importances = []

for i, traj_feature_name in enumerate({feature_names_traj):
y_feature = y_traj[:, i]

if np.std(y_feature)} » 1e-18: # Verificar variabilidad
rf_traj = RandomForestRegressor{n_sstimators=58, random_state=42)
rf_traj.fit(X, y_feature)

importance_df = pd.DataFrame({

"feature': feature_names,

"importance': rf_traj.feature_importances_
+).sort_values('importance', ascending=False)

traj_importances.append({
"feature_name': traj_feature_name,
"importance_df': importance_df

1)

trajectory_results[state_name] = traj_importances

# Mostrar resumen
print(f" Caracteristicas analizadas: {len(traj_importances)}")
if traj_importances:
top_overall = []
for traj_imp in traj_importances:
top_param = traj_imp[ 'importance_df'].iloc[8]
top_overall.append({top_param[ 'feature'], top_param[ 'importance'])}

# Pardmetro mds frecuente en top 1
from collections import Counter
top_params = [param for param, imp in top_overall]
most_common = Counter{top_params).most_common(1l)
if most_common:
print(f" Parametro mas influyente: {most_common[@][8]}")

return trajectory_results



152

def generate_comprehensive_report(results, global_ importance, spec_df, trajectory_results):

Genera un reporte completo con recomendaciones
)

ol REPORTE COMPLETO DE SENSIBILIDAD")
print("=" * 8@)

# 5.1 Pardmetros mds importantes globalmente
print("\n@ PARAMETROS MAS IMPORTANTES GLOBALMENTE:™)
print{global_importance.head(8).to_string(index=False)}

# 5.2 Pardmetros mds especificos
print("\n®, PARAMETROS MAS ESPECIFICOS:™)
print{spec_df.head(5).to_string(index=False))

# 5.3 Colidod predictiva por variable
print("\nk¥ CALIDAD PREDICTIVA POR VARIABLE:")
r2_summary = []
for state_name, result in results.items():
r2_summary . append ({
"Variable': state_name,
"R2': result['r2'],
"MSE": f"{result['mse’]:.2f}",
'Top_Parametro': result['importance_df'].iloc[8][ 'feature']

b

r2_df = pd.DataFrame(r2_summary}.sort_values('R?", ascending=False)}
print{r2_df.to_string(index=False})

def run_complete multivariate analysis(n_samples=28@):

Ejecuta el andlisis completo para todas las variables

print(" " INICIANDO ANALISIS MULTIVARIADO COMPLETO")
print("=" * 7@)

# 1. Generar dataset completo
print(" § Generando dataset con todas las wvariables...")
¥, y_dict, feature_names, trajectories_dict = generate_complete_dataset(n_samples)

# 2. Andlisis de valores finales
print("wn® Realizando andlisis de sensibilidad...")
results = analyze_all_variables_sensitivity(X, y_dict, feature_names}

# 3. Visualizaciones

print("\nlgl Creando visualizaciones...")

global_importance, spec_df = create_comparative visualization(results, feature_names)
# 4. Andlisis de trayectorias (opcional - puede ser Lento)

print("\nl¥ Analizando caracteristicas de trayectorias...”)

trajectory_results = analyze_trajectory_sensitivity(trajectories_dict, X, feature_names)

# 5. Reporte final
generate_comprehensive_report{results, global_importance, spec_df, trajectory_results)

return results, global_ importance, trajectory_results

MATERIAL COMPLEMENTARIO

iEscanéeme!






