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RESUMEN  

La producción biotecnológica de Aromas y Sabores (A&S) ha recibido menor atención 

que la de compuestos farmacéuticos o biocombustibles. Esto resulta sorprendente 

considerando que el mercado mundial de A&S ha sido estimado en US$ 27,5 mil 

millones el año 2014 y tiene un crecimiento anual de 4% (Leffingwell & Associates, 

2015). Dentro de estos compuestos, la β-ionona es una molécula promisoria presente en 

muchas flores y frutos, como moras, duraznos y damascos (López et al., 2015). Pero 

requiere la optimización de su biosíntesis mediante modelación matemática e ingeniería 

metabólica para convertirse en una alternativa económicamente viable. 

Los modelos cinéticos están siendo cada vez más utilizados para predecir cómo los 

cambios de la expresión enzimática se relacionan con los cambios en los flujos 

metabólicos, para ayudar en los esfuerzos para aumentar el rendimiento, el título y la 

productividad de las vías metabólicas diseñadas. Los modelos cinéticos permiten una 

mejor comprensión de las dinámicas biológicas y pueden brindar una aproximación 

costo-efectiva para reducir los experimentos de ensayo y error. En esta tesis 

desarrollamos un modelo de ecuaciones diferenciales ordinarias para una vía heteróloga 

de biosíntesis de β-ionona en S. cerevisiae, usando algunos parámetros cinéticos y 

concentraciones enzimáticas obtenidas de literatura. La calibración del modelo fue 

realizada para estimar los parámetros cinéticos más relevantes del sistema biológico no 

encontrados en la literatura. Se obtuvo un buen ajuste entre los módulos diseñados y la 

dinámica biológica registrada mediante análisis experimental. Además, efectuamos un 

diagnóstico de post-regresión para detectar posibles inconsistencias paramétricas del 

modelo. Finalmente, realizamos un análisis para identificar las etapas limitantes de la vía 

de biosíntesis de ȕ-ionona en esta factoría celular. Las modificaciones genéticas 

propuestas mediante este trabajo proveen una alternativa para el diseño de una nueva 

plataforma para la síntesis de novo de ȕ-ionona, que podría alcanzar mejores 

rendimientos que las estrategias biotecnológicas actuales. 
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ABSTRACT  

Biotechnological production of Flavors and Fragrances (F&F) has received fewer 

attention than pharmaceutical compounds or biofuels. This is surprising considering that 

the whole market for F&F has been estimated in US$ 27.5 billion in 2014 with a 4% 

annual growth (Leffingwell & Associates, 2015). Among F&F compounds, ȕ-Ionone is 

a prominent molecule present in many flowers and fruits, such as blackberries, peaches, 

and apricots (López et al., 2015). But in order to become economically viable it requires 

an optimization of its biosynthesis mechanism through mathematical modelling and 

metabolic engineering. 

To aid in efforts to increase yield, titer, and productivity of engineered metabolic 

pathways, computational models are increasingly needed to predict how changes in 

enzyme expression map to changes in pathway flux. Kinetic Metabolic Models allow a 

better understanding of biological dynamics and can provide a cost-effective approach to 

reduce try-and-learn experiments. In this thesis, we developed an ordinary differential 

equation model for an engineered ȕ-ionone biosynthetic pathway in S. cerevisiae using 

some kinetic parameters and enzyme concentrations culled from literature. Model 

calibration was performed to estimate the most relevant kinetic parameters of the 

biological system which are not reported in literature. A good agreement was achieved 

between the modules and biological dynamics reported by experimental analysis. In 

addition, a post-regression diagnostic was performed to detect possible parametric 

inconsistencies of the model. Finally, we performed an analysis to identify the limiting 

steps of the ȕ-ionone biosynthesis pathway in this cell factory. The genetic modifications 

proposed by this work provide an alternative for the design of a new platform for de 

novo synthesis of ȕ-ionone, which could achieve better yields than current 

biotechnological strategies. 

 

 

Keywords: Kinetic Metabolic Models, Biotechnology Industry, ȕ-carotene, ȕ-ionone. 
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1. INTRODUCCIÓN  

1.1 Motivación 

1.1.1 Aromas y Sabores 

Los aromas y sabores son componentes claves en múltiples áreas de nuestras vidas. No sólo 

afectan nuestra percepción de los alimentos y las bebidas (Guichard, 2002), sino que 

también desempeñan un papel importante en la industria de los cosméticos, detergentes y 

perfumes (Maldonado-Robledo et al., 2003). Tradicionalmente, estos compuestos se han 

extraído a partir de tejidos vegetales, pero estas técnicas se han vuelto poco atractivas debido 

al bajo rendimiento de los procesos de extracción y purificación; y la dependencia de las 

condiciones agrícolas y los factores ambientales (Cataldo et al., 2016; Longo & 

Sanromán, 2006). En este sentido, la biotecnología es una alternativa promisoria para 

producir compuestos aromáticos más sostenibles y naturales (Berger, 2009). 

 

Los apocarotenoides son compuestos naturales derivados de la escisión oxidativa - 

principalmente enzimática - de carotenoides. En las plantas, este amplio grupo de 

compuestos actúa como pigmentos, aromas y moléculas de señal y regulación (Walter et al., 

2010). Dentro de los apocarotenoides, la ȕ-ionona es una molécula que se encuentra 

presente en diversos frutos y flores, como violetas, rosas y en la flor del olivo dulce, 

entre otros (Baldermann et al., 2012; Simkin et al., 2004). Esta molécula es uno de los 

C13-apocarotenoides con mayor potencial en la industria de los aromas debido a su bajo 

umbral olfativo (7 ppt en agua) y atractivas propiedades sensoriales (Baldwin et al., 

2000). Sin embargo, se encuentra en muy baja concentración en las plantas (del orden de 

ng/kg de peso fresco) y, por ende, se requiere la optimización de la vía de biosíntesis de 

ȕ-ionona para generar una alternativa viable comercialmente. Una alternativa promisoria 

es su producción heteróloga en factorías celulares, como Saccharomyces cerevisiae 

(López et al., 2015). Sin embargo, los rendimientos y concentraciones obtenidos a la 

fecha son muy bajos para poder ser considerados a nivel industrial. 
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El modelamiento matemático ha sido empleado desde hace varias décadas como 

estrategia para incrementar la tasa de éxito del trabajo experimental, guiando la 

investigación hacia experimentos que tienen mayor probabilidad de lograr el resultado 

deseado. Predominantemente, los trabajos en modelación se han focalizado en los 

modelos basados en restricciones o modelos estequiométricos y los modelos cinéticos 

(Varner & Ramkrishna, 1999).  

 

En los modelos estequiométricos, el sistema metabólico se describe como un sistema 

lineal de ecuaciones e inecuaciones con los flujos metabólicos como variables 

(Maarleveld et al., 2013). Una de las principales desventajas de estos modelos es que son 

incapaces de predecir cuantitativamente en qué medida ciertas actividades enzimáticas 

se deben modificar para conseguir un efecto deseado, como un aumento en la tasa de 

producción específica de un producto. 

 

 En oposición, los modelos cinéticos incorporan la concentración y propiedades 

catalíticas de las enzimas y metabolitos involucrados, y así permiten predecir la 

evolución temporal de la concentración de sustratos, intermediarios y productos. 

Además, permiten realizar experimentos in silico para evaluar el desempeño del sistema 

biológico en estudio, tales como la concentración de ciertas enzimas y su impacto en la 

distribución de flujos de la vía. Es por ello que desarrollar un modelo cinético de la vía 

de biosíntesis de ȕ-ionona es una estrategia prometedora para detectar las etapas 

limitantes e incrementar la eficiencia del proceso. 
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1.1.2 Hipótesis y Objetivos 

En este trabajo proponemos que el desarrollo de un modelo cinético calibrado de la vía 

de biosíntesis de ȕ-ionona en S. cerevisiae permitirá la formulación de propuestas de 

ingeniería metabólica para la construcción de una plataforma optimizada para la bio-

producción de ȕ-ionona. 

 

En concordancia con la hipótesis propuesta, el objetivo general de esta tesis consiste en 

desarrollar y calibrar un modelo dinámico de la biosíntesis de ȕ-ionona en S. cerevisiae. 

Este objetivo puede ser dividido en cuatro objetivos específicos: 

 

1. Desarrollo: construir un modelo matemático que represente la biosíntesis de ȕ-

ionona en S. cerevisiae.  

2. Calibración: calibrar el modelo con el fin de minimizar la diferencia entre los 

valores predichos y las mediciones experimentales.  

3. Análisis de Post-Regresión: realizar un diagnóstico de problemas paramétricos 

de sensibilidad, identificabilidad y significancia.  

4. Análisis de Control Metabólico: identificar las etapas limitantes de la biosíntesis 

de ȕ-ionona en S. cerevisiae.  

 

Esta tesis está dividida en tres capítulos: 

 El capítulo 1, o introducción, se subdivide en tres secciones: la sección 1, que 

incluye la motivación y los objetivos de este trabajo; la sección 2, un análisis del 

Estado del Arte sobre β-ionona, sus aplicaciones y métodos actuales de síntesis; 

y la sección 3, en la cual se describe los antecedentes de modelamiento 

relacionados a esta tesis. 

  El capítulo 2 presenta los resultados de este trabajo y su análisis. Se escribió 

como un artículo científico para ser enviado a una revista de corriente principal. 

 Finalmente, en el capítulo 3 se resume las conclusiones y perspectivas futuras de 

esta tesis.  
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1.2 Estado del Arte 

La industria biotecnológica está actualmente focalizada en desarrollar nuevas 

tecnologías para la construcción de factorías celulares eficientes y, por lo tanto, proveer 

una fuente sustentable de compuestos biológicos. Dentro de los trabajos realizados, 

destaca la búsqueda de estrategias para la optimización de plataformas de bioingeniería 

en levaduras, debido al amplio rango de compuestos naturales que pueden producir y sus 

implicancias económicas. Una de las familias de productos naturales con mayor espectro 

de aplicaciones industriales corresponde a los isoprenoides. 

 

Los isoprenoides, también llamados terpenoides, son el grupo más amplio y diverso de 

compuestos naturales encontrados en la naturaleza (Wang et al., 2005). A la fecha, más 

de 70.000 compuestos han sido descubiertos (Trikka et al., 2015) y esta cantidad 

aumenta cada año (Thulasiram, 2007).  Cumplen numerosas funciones celulares, desde 

un rol estructural (ergosterol y  colesterol en membranas celulares) hasta  funcional 

(carotenoides en fotosíntesis, ubiquinonas en transferencia de electrones) (Goldstein & 

Brown, 1990; Oldfield & Lin, 2012). Los isoprenoides son metabolitos ubicuos que se 

encuentran en todos los organismos vivos, siendo especialmente abundantes en el reino 

vegetal. La estructura básica de esta familia de compuestos es la molécula isopreno (2-

metil-1,3-butadieno), cuyas formas activas son el isopentenil pirofosfato (IPP) y su 

isómero, dimetilalil pirofosfato (DMAPP). Así, mediante reacciones sucesivas de 

condensación y otras modificaciones químicas como ciclaciones y oxidaciones, entre 

otras, se genera la enorme complejidad y diversidad de esta clase de compuestos 

orgánicos (Oldfield & Lin, 2012). En la actualidad, los terpenoides tienen atractivas 

aplicaciones comerciales como biocombustibles, antisépticos, saborizantes y aromas, y 

como agentes medicinales, entre otros, lo cual ha incrementado el interés por su 

producción comercial (Burt, 2004; Gershenzon & Dudareva, 2007; Kirby & Keasling, 

2009). 
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En plantas y levaduras, la vía de síntesis de isoprenoides sigue la ruta del mevalonato 

(MVA). Sin embargo, existe otra ruta, la vía del metileritritol fosfato (MEP), que ha sido 

descrita en eubacterias y plastidios (Disch & Rohmer, 1998; Rodríguez-Concepción & 

Boronat, 2002) . La vía del MVA (resumida en Miziorko, 2011), se inicia con la síntesis 

acetoacetil-CoA mediante la condensación de dos moléculas de acetil-CoA por acción 

de la enzima acetil-CoA transferasa. Luego, se forma 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA 

(HMG-CoA) por la condensación de acetoacetil-CoA con una tercera molécula de acetil-

CoA. A continuación, la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMGR) 

cataliza la reacción limitante en la vía del mevalonato que corresponde a la conversión 

de HMG-CoA a MVA mediante dos reacciones de reducción. Posteriormente, en la ruta 

de síntesis de IPP, la enzima mevalonato quinasa (ERG12) cataliza la fosforilación del 

MVA, formando MVA-5-fosfato (MVAP); el cual es fosforilado por la enzima 

fosfomevalonato quinasa (ERG8), generando MVA 5-pirofosfato (MVAPP). 

Finalmente, por acción de la pirofosfomevalonato decarboxilasa (MVD1), el MVAPP es 

convertido en IPP, el precursor universal de la biosíntesis de isoprenoides, a partir del 

cual se derivan las rutas de biosíntesis de esteroles y carotenoides en organismos 

carotenogénicos (Figura 1-1).   

 

Los esteroles son biomoléculas esenciales que participan en la regulación de la fluidez y 

permeabilidad de la membrana, regulación de la actividad de enzimas unidas a 

membrana y la modulación de la tasa de crecimiento. Además, son precursores de 

moléculas bioactivas tales como: hormonas esteroidales en mamíferos, hormonas 

brasinoesteroides en plantas, y ecdiesteroides en insectos que regulan procesos del 

desarrollo (Lepesheva & Waterman, 2007). El ergosterol (ergosta-5,7,22-trien-γȕ-ol) es 

el principal esterol fúngico y su ruta biosintética ha sido caracterizada en diversos 

organismos, aunque los mecanismos de regulación de su biosíntesis aún no se han 

dilucidado completamente (Arthington-Skaggs et al., 1996). 

 

Por otra parte, los carotenoides son pigmentos naturales de colores amarillo, naranja y 

rojo, producidos por una gran variedad de microorganismos y plantas. Son el grupo más 
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representativo de los tetraterpenos (C40) y se clasifican como carotenos y xantófilas, 

donde los últimos presentan grupos funcionales oxigenados a diferencia de los primeros. 

Los carotenoides presentan diversas aplicaciones industriales como colorantes y, debido 

a sus diversas propiedades benéficas para la salud, son explotados en la industria de 

alimentos, nutraceútica y, más recientemente, en el mercado farmacológico. Entre ellos, 

destacan los apocarotenoides, una subclase de isoprenoides derivados de los 

carotenoides, altamente apreciados en la industria de colorantes, y de aromas y sabores, 

entre otros (Rodríguez-Bustamante & Sánchez, 2007). 
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Figura 1-1. Vía del Mevalonato, biosíntesis de carotenoides y esteroles. Las flechas representan los pasos 

catalíticos de las rutas enzimáticas descritas. En hexágonos verdes se muestran los genes que codifican enzimas 

carotenogénicas. Abreviaturas: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), mevalonato (MVA), mevalonato-5-

fosfato (MVA-P), mevalonato-5-pirofosfato (MVA-PP), isopentenil-pirofosfato (IPP), dimetilalil-pirofosfato 

(DMAPP), geranil pirofosfato (GPP), farnesil-pirofosfato (FPP), geranilgeranil-pirofosfato (GGPP). Adaptado de 

Leiva et al., 2015. 

 

Biosíntesis de Esteroles 

Biosíntesis de Carotenoides 
carotenoides

Vía del Mevalonato 
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1.2.1 Apocarotenoides, β-Ionona y aplicaciones 

En plantas, los apocarotenoides son producidos mediante el clivaje de carotenoides por 

la acción de enzimas CCDs (dioxigenasas de clivaje de carotenoides), una familia de 

enzimas oxidativas que clivan de forma específica enlaces dobles (Auldridge et al., 

2006). Están ampliamente distribuidos en frutos y vegetales, pero también tienen 

importantes funciones en vertebrados y microorganismos. Dentro de las muchas 

funciones que los apocarotenoides realizan in vivo, cabe destacar la atracción de 

polinizadores de plantas a través del aroma (por ejemplo: safranal, iononas, damasconas 

y damascenonas) y la coloración de las flores (por ejemplo: bixina y crocina), la 

regulación del crecimiento de brotes mediante hormonas vegetales (por ejemplo: ácido 

abscísico y estrigolactonas) y funciones fundamentales en la visión de mamíferos 

(retinal) (Bruno et al., 2015; Walter & Strack, 2011). Además, recientes estudios han 

demostrado propiedades anti-proliferativas, anti-metastásicas y de inducción de 

apoptosis para ȕ-ionona y compuestos relacionados in vitro e in vivo (Ansari & Emami, 

2016). Por último, pero no menos importante, el valor de mercado de estos productos, 

sintetizados naturalmente, oscila entre US$100 y US$10.000/kg, dependiendo de su 

disponibilidad. 

 

Dentro de los apocarotenoides, la ȕ-ionona es una molécula que se encuentra presente en 

diversos frutos y flores, como violetas, rosas y en la flor del olivo dulce, entre otros 

(Baldermann et al., 2012; Simkin et al., 2004). Es uno de los C13-apocarotenoides con 

mayor potencial en la industria de los aromas debido a su bajo umbral olfativo (7 ppt en 

agua) y atractivas propiedades sensoriales (Baldwin et al., 2000). Su aroma es descrito 

generalmente como frutal y tipo violeta (Burdock, 2009); es por ello que se utiliza 

ampliamente como fragancia para diversos productos de cuidado personal, como: 

perfumes, lociones corporales, productos capilares, entre otros (Lalko et al., 2007). 

Además, es extensamente utilizada en la industria de los alimentos como aromatizante, 

en productos como té o cerveza (Burdock, 2009); y es empleada como un intermediario 

para la síntesis química de ȕ-caroteno, vitamina A y otros compuestos químicos 
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aromáticos. En cosméticos, la concentración usual de ȕ-ionona está sobre 0,3% y en 

productos alimenticios la cantidad máxima oscila entre 0,5 y 10 ppm; mientras que la 

concentración final en productos de uso doméstico, generalmente es: 0,03% (jabón), 

0,003% (detergente), 0,016% (cremas y lociones) y 0,3% (perfumes) (OECD SIDS, 

2004).  

 

Más aún, recientemente, la industria farmacéutica ha mostrado interés en la ȕ-ionona, 

dado que se ha demostrado que su consumo brinda diversos beneficios para la salud. En 

efecto, estudios en modelos animales indican que la ȕ-ionona presenta propiedades anti-

carcinógenas para cáncer de pulmón, cáncer de mama, cáncer de próstata, gástrico, 

osterosarcoma y hepatocarcinoma, entre otros (Asokkumar et al., 2012; Huang et al., 

2012; Liu et al., 2008; Zhu et al., 2010). De esta forma, la ȕ-ionona se ha convertido en 

un prometedor agente quimiopreventivo y quimioterapéutico, debido a su selectividad 

contra células tumorales y sus propiedades de inducción de apoptosis y anti-metástasis 

in vitro e in vivo (Ansari & Emami, 2016).  

 

Finalmente, se ha descubierto que la ȕ-ionona presenta una serie de propiedades 

antioxidantes y antiinflamatorias, por lo que se está investigando como candidato para 

desarrollar un agente terapéutico contra estrés oxidativo e inflamación en enfermedades 

del sistema nervioso central, por ejemplo, para tratar la enfermedad de Alzheimer, la 

enfermedad de Parkinson y esclerosis múltiple (Kang et al., 2013). 

 

1.2.2 Síntesis de β-ionona 

La extracción de ȕ-ionona a partir de tejidos vegetales es un proceso costoso y 

complicado, debido a que este compuesto se encuentra en muy baja concentración en las 

plantas (del orden de ng/kg de peso fresco); además, su síntesis en plantas es altamente 

dependiente de las condiciones de cultivo y los factores ambientales (Cataldo et al., 

2016). Sin embargo, en las últimas décadas, varios trabajos de investigación han 

permitido incrementar el rendimiento de compuestos naturales en plantas nativas y 
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cultivos de células vegetales (Chemler & Koffas, 2008; Wu & Chappell, 2008). Así por 

ejemplo, se ha logrado obtener plantas por ingeniería metabólica capaces de 

sobreproducir carotenoides (Giuliano et al., 2008) y aceites esenciales (Lange et al., 

2011). Lamentablemente, aunque la mayoría de estas plantas sobreproduce terpenoides, 

otras características se ven afectadas negativamente, como la vitalidad y el crecimiento 

(Aharoni et al., 2005); y en el caso de los cultivos de células vegetales, éstos resultan 

poco atractivos debido a su lento crecimiento y baja producción de biomasa.  

 

1.2.2.1 Síntesis química de β-ionona 

Actualmente, la ȕ-ionona es producida industrialmente mediante síntesis química a partir 

de citral y acetona (Chuit & Bachofen, 1902; Tiemann & Krüger, 1893; Tiemann, 1896). 

Este método, denominado síntesis de Tiemann, es realizado en dos pasos no 

enzimáticos. En primer lugar, la condensación aldólica de citral con acetona en 

condiciones alcalinas produce pseudoionona. Una fuente alternativa de pseudoionona es 

la reacción de Saucy-Marbet, en donde se mezcla (R/S)-dehidrolinalol y metil-isopropil 

éter en condiciones alcalinas suaves (Saucy & Marbet, 1967). Luego, la ciclación de 

pseudoionona en ȕ-ionona es catalizada por ácidos inorgánicos (Hibbert & Cannon, 

1924) (Figura 1-β). En la reacción de ciclación para la síntesis de ȕ-ionona se producen 

otros isómeros (α-ionona y Ȗ-ionona) y su abundancia depende del tipo y concentración 

de los ácidos empleados en el proceso. Así, el uso de ácido sulfúrico concentrado 

produce principalmente ȕ-ionona, mientras que el de ácido fosfórico permite obtener 

preferencialmente α-ionona (Royals, 1946); y para obtener Ȗ-ionona, se requiere un 

ácido de Lewis, como BF3 (Ohloff & Schade, 1963). La pureza isomérica alcanzada en 

el proceso de ciclación catalizado por ácidos inorgánicos es mayor al 90% para α-

ionona, 96% para ȕ-ionona y 60% para Ȗ-ionona (Cataldo et al., 2016). 

 

A este nivel es necesario recalcar que en la actualidad existe una fuerte demanda de los 

consumidores por productos e ingredientes naturales en la industria de los alimentos. 

Esto también afecta a los aromas, donde los consumidores exigen cada vez más el 
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reemplazo de las substancias sintéticas por compuestos naturales (Berger, 2009; 

Rodríguez-Bustamante & Sánchez, 2007). De hecho, el valor comercial de ȕ-ionona 

natural es 10-100 mayor que el valor de su contraparte sintética (Nacke et al., 2012). 

 

Este fenómeno ha promovido la búsqueda de alternativas sustentables y naturales para la 

bio-producción de ȕ-ionona. En este sentido, la catálisis enzimática y el diseño de 

factorías celulares por ingeniería metabólica emergen como atractivas opciones 

biotecnológicas para resolver esta problemática (Cataldo et al., 2016). 
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Figura 1-2. Síntesis química de Ionona. La condensación de citral y acetona produce pseudoionona. Luego, 

la ciclación de pseudoionona permite obtener α-ionona, ȕ-ionona y Ȗ-ionona (Adaptado de Cataldo et al., 

2016). 
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1.2.2.2 Biocatálisis enzimática de β-ionona 

En general, la biocatálisis es utilizada para transformaciones simples que requieren 

pocos pasos enzimáticos. Un ejemplo de esto es el clivaje oxidativo de ȕ-caroteno in 

vitro para producir ȕ-ionona por diferentes enzimas, como: CCDs, lipoxigenasas, 

xantina oxidasa, fenoloxidasas y peroxidasas (Rodríguez-Bustamante & Sánchez, 2007).  

Las lipoxidasas (LOX) fueron las primeras enzimas descritas capaces de clivar 

oxidativamente carotenoides para obtener apocarotenoides (Belin et al., 1998). Las 

reacciones de co-oxidación catalizadas por LOX involucran la generación de radicales 

peroxilo lipídicos por oxidación de ácidos grasos insaturados y el clivaje oxidativo de 

carotenoides por los radicales libres. El clivaje de ȕ-caroteno mediado por LOX es 

altamente inespecífico y genera diversos compuestos volátiles, tales como: ȕ-ionona, ȕ-

ciclocitral y una gran variedad de compuestos no volátiles (Wu et al., 1999).  

 

Por otro lado, Bosser & Belin (1994) describieron un método análogo para la co-

oxidación del ȕ-caroteno con aldehídos, usando xantina oxidasa (XO). En este caso, los 

radicales libres corresponden a especies reactivas de oxígeno (ROS). Mediante esta 

estrategia se obtienen varios compuestos volátiles, entre ellos: ȕ-ionona, epoxi-ȕ-ionona, 

ȕ-ciclocitral y pseudoionona. Sin embargo, los métodos basados en XO presentan un 

inconveniente tecnológico por la baja solubilidad del sustrato (ȕ-caroteno) en agua, 

mientras que las ROS generadas por XO son hidrofílicas y son inactivas en solventes 

orgánicos. Para mejorar la accesibilidad de las ROS a ȕ-caroteno se han empleado 

diversos surfactantes que promueven la formación de micelas de ȕ-caroteno dispersas en 

soluciones acuosas (Waché et al., 2006). Sin embargo, este método tiene bajo 

rendimiento debido a la degradación de ȕ-ionona por ROS en el medio de reacción. Una 

mejora del proceso basado en enzimas XO fue el desarrollo de un sistema multifásico 

para recuperar la ȕ-ionona del medio (Ly et al., 2008). En este sistema, se reduce la 

degradación del producto mediada por ROS y, por lo tanto, el rendimiento es 

significativamente mayor.  
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Otra alternativa para la formación de ȕ-ionona mediante el clivaje enzimático de ȕ-

caroteno son las peroxidasas fúngicas. En específico, se ha demostrado que el líquido 

extracelular del hongo Lepista irina es capaz de degradar ȕ-caroteno en varios 

compuestos volátiles, entre ellos: ȕ-ionona, ȕ-ciclocitral, dihidroactinidiolido y 2-

hidroxi-2,6,6-trimetilciclohexanona. La enzima clave que cataliza el clivaje oxidativo de 

ȕ-caroteno fue identificada como una peroxidasa, convirtiéndose en la primera enzima 

microbiana capaz de degradar carotenoides caracterizada a nivel molecular (Zorn et al., 

2003). Recientemente, otros estudios han descrito la formación de ȕ-ionona y otros 

compuestos volátiles a través de la degradación de ȕ-caroteno por MsP1 y MsP2, dos 

peroxidasas fúngicas derivadas del basidiomicete Marasmis scorodonlus (Zelena et al., 

2009). Sin embargo, ambas estrategias basadas en peroxidasas fúngicas tienen bajos 

rendimientos de ȕ-ionona, por lo cual no son competitivas con el método de síntesis 

químico. 

 

Por otro lado, el descubrimiento de las enzimas CCD ha abierto nuevas posibilidades 

para la síntesis específica de ȕ-ionona a partir de carotenos. Dentro de esta familia 

destacan las enzimas CCD1, las que catalizan el clivaje oxidativo de ȕ-caroteno en la 

posición 9-10 y en la posición 9’-10’, lo que permite un rendimiento de dos moléculas 

de ȕ -ionona por molécula de sustrato y la formación de C-14 aldehido como 

subproducto (Figura 1-3) (Schwartz et al., 2001; Vogel et al., 2008).  

 

Además, diversos estudios han reportado la producción de ȕ-ionona a partir de ȕ-

caroteno mediante las enzimas CCD4 y CCD7. Pero en ambos casos hay antecedentes 

de que el clivaje de ȕ-caroteno es asimétrico (Auldridge et al., 2006; Bruno et al., 2015; 

Huang et al., 2009; Schwartz et al., 2004).  
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Hasta la fecha, sólo se ha reportado el desarrollo de un sistema de biocatálisis para la 

síntesis de ȕ-ionona mediada por enzimas CCD (Nacke et al., 2012). En este estudio, el 

clivaje enzimático de una preparación micelar de ȕ-caroteno se llevó a cabo por un 

lisado celular de E. coli que expresa la enzima recombinante CCD1 de Arabidopsis 

thaliana. La reacción se produce en un reactor enzimático acoplado a un sistema de 

pervaporación organofílico, permitiendo la separación continua e in situ de ȕ-ionona. A 

pesar de que este método alcanza un nivel de conversión de sustrato cercano al 60%, se 

requiere una mejora del proceso de solubilización del sustrato y estabilización 

enzimática para que esta plataforma de biocatálisis alcance rendimientos competitivos 

con la síntesis química. 

 

Figura 1-3. Esquema de clivaje simétrico de β-caroteno catalizado por la enzima CCD1. La reacción 

catalizada por CCD1 permite la formación de dos moléculas de ȕ-ionona y un C14-dialdehido. (Adaptado de 

Simkin et al., 2004). 
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1.2.2.3 Ingeniería metabólica para la síntesis de novo de β-ionona 

Una alternativa diferente es la biocatálisis en factorías celulares, que se puede dividir en 

dos grupos: bioconversión y síntesis de novo por ingeniería metabólica. En cuanto a la 

primera opción, en diversos microorganismos, especialmente en hongos, se ha descrito 

la capacidad natural de bioconvertir carotenoides en C13-apocarotenoides, incluyendo ȕ-

ionona (Rodríguez-Bustamante & Sánchez, 2007). Dentro de las investigaciones 

realizadas destaca el trabajo de Zorn et al. (2003) donde se evaluó más de 50 cepas de 

levaduras y hongos filamentosos (conocidos por su capacidad de sintetizar o 

biotransformar mono-, sesqui-, tri-, o tetraterpenos) para detectar su capacidad de clivar 

ȕ-caroteno en sustancias odorantes. Aunque la utilización de estos microorganismos para 

la síntesis natural de aromas derivados de carotenoides pareciera ser atractiva como 

aplicación industrial, la baja especificidad de las enzimas involucradas y el 

requerimiento de sustratos de elevado valor (carotenoides), hacen poco viable 

comercialmente esta alternativa. 

 

La síntesis de novo a través de ingeniería metabólica es una estrategia con gran 

potencial, que contempla la incorporación de nuevas vías metabólicas y la optimización 

de vías ya existentes en microrganismos para permitir la síntesis de compuestos de 

interés a partir de intermediarios de las vías metabólicas endógenas. Varios trabajos han 

utilizado esta estrategia para la síntesis de aromas, entre los cuales debemos mencionar 

la clonación y expresión de enzimas CCD y genes de la vía de biosíntesis de 

carotenoides en cepas de E. coli (Schwartz et al., 2001; Vogel et al., 2008). De hecho, se 

han efectuado varios estudios exitosos que utilizan diferentes enzimas CCD derivadas de 

plantas para sintetizar ȕ-ionona en E. coli y en líneas transgénicas de plantas (Rubio et 

al., 2008; Simkin et al., 2004). Por otro lado, también se han reportado diversos trabajos 

de ingeniería metabólica para obtener cepas de S. cerevisiae productoras de ȕ-caroteno 

al incorporar genes de la levadura carotenogénica Xanthophyllomyces dendrorhous 

(Lange & Steinbüchel, 2011; Li et al., 2013; Maury et al., 2005; Verwaal et al., 2007). 

De acuerdo a estos antecedentes parece evidente la factibilidad de sintetizar ȕ-ionona 

mediante ingeniería metabólica en S. cerevisiae. 
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De hecho, dos estudios recientes han reportado la síntesis de novo de ȕ-ionona en S. 

cerevisiae (Figura 1-4). Beekwilder et al., 2014 empleó un sistema de expresión 

policistrónico de crtYB/crtI/crtE, correspondiente a los genes de la biosíntesis de ȕ-

caroteno de X. dendrorhous. Estas enzimas catalizan la síntesis de ȕ-caroteno a partir de 

farnesil pirofosfato (FPP), un intermediario en la vía de biosíntesis de ergosterol en 

levaduras. La incorporación del gen CCD1 de frambuesa (Rubus idaeus) permitió la 

generación de la primera cepa de levadura productora de ȕ-ionona a partir de glucosa, 

que alcanza un rendimiento de 0,ββ mg ȕ-ionona / g PSC a las 24 h de cultivo.  

 

Por otro lado, López et al., 2015 construyó una plataforma alternativa para la síntesis de 

ȕ-ionona a través del uso de constructos episomales e integrativos de la vía de síntesis de 

carotenoides de la levadura X. dendrorhous. Esta estrategia incluye la sobreexpresión de 

una versión truncada del gen HMG1, que codifica la enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-

CoA reductasa, que cataliza un paso enzimático clave de la vía del MVA. La síntesis de 

geranilgeranil pirofosfato (GGPP), precursor de la vía de síntesis de carotenoides, se 

logró gracias a la sobreexpresión del gen endógeno BTS1. Los genes crtYB y crtI 

promueven la transformación de GGPP en ȕ-caroteno, mientras que la CCD1 de Petunia 

hibrida cataliza el clivaje oxidativo del ȕ-caroteno obtenido a ȕ-ionona. Además, todas 

las modificaciones fueron realizadas en una cepa de S. cerevisiae sobreproductora de 

FPP (Scalcinati et al., 2012). El título alcanzado por esta cepa fue de 5 mg/L de ȕ-ionona 

después de 50 h de fermentación batch en biorreactores de 1.5 L (1 mg de ȕ-ionona / g 

PSC). A pesar de ser la concentración más alta de ȕ-ionona obtenido por fermentación 

reportada hasta ahora, aún está lejos de la concentración requerida para competir con la 

síntesis química.  

 

Así, a partir de los antecedentes anteriores se desprende que es necesario avanzar hacia 

sistemas de producción más eficientes de ȕ-ionona, que cumplan con los requisitos de 

naturalidad y sustentabilidad que están exigiendo los consumidores. En ese sentido, la 

síntesis biotecnológica está posicionándose rápidamente como un método de alto 

potencial, pero requiere la optimización tanto de la vía de biosíntesis como del proceso 
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de fermentación, separación y purificación de ȕ-ionona para generar una alternativa 

viable comercialmente. Es por ello que predecir el comportamiento de la plataforma de 

biosíntesis de ȕ-ionona desarrollada por López et al., 2015 a través de modelos 

matemáticos - objeto de esta tesis - es una estrategia relevante para aumentar la 

eficiencia del proceso. 
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Figura 1-4. Vía de biosíntesis de β-ionona diseñada por ingeniería metabólica en S. cerevisiae. Se 

muestran los genes expresados en la estrategia de Beekwilder et al., 2014 (verde), López et al., 2015 (rojo) y 

los compartidos en ambas (azul).  
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1.3 Modelamiento 

La industria biotecnológica ha realizado progresos considerables para la producción de 

compuestos químicos en los últimos 30 años, debido a la mejora de las tecnologías 

disponibles. En paralelo, se ha empleado modelación computacional para incrementar la 

tasa de éxito experimental, guiando el desarrollo de hipótesis y el diseño de nuevas 

pruebas experimentales. Existe gran variedad de enfoques que han sido utilizados para la 

formulación de modelos matemáticos de redes metabólicas, entre los cuales destacan los 

modelos cinéticos, cibernéticos, estocásticos, teoría de sistemas bioquímicos y modelos 

basados en restricciones (Reed & Palsson, 2003). Sin embargo, los trabajos en 

modelación metabólica se han focalizado predominantemente en modelos basados en 

restricciones - o modelos estequiométricos - y los modelos cinéticos (Varner & 

Ramkrishna, 1999).  

 

En los modelos estequiométricos, el sistema metabólico se describe como un sistema 

lineal de ecuaciones e inecuaciones con los flujos metabólicos como variables 

(Maarleveld et al., 2013). Una de las principales desventajas de estos modelos es que no 

permiten predecir cuantitativamente en qué medida ciertas actividades enzimáticas se 

deben modificar para conseguir un efecto deseado, como un aumento en la tasa de 

producción específica de un producto. Esto se explica porque estos modelos no 

contienen información cinética y, por lo tanto, sólo son válidos para la condición de 

estado de equilibrio estacionario particular para los que fueron construidos. Esta 

limitación se ha superado parcialmente a través de modelos híbridos, que suelen 

incorporar restricciones adicionales, como la capacidad enzimática, información 

termodinámica asociada con la direccionalidad de las reacciones, y bucles bioquímicos 

(Price et al., 2003). 
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1.3.1  Modelos Cinéticos de Redes Metabólicas 

Los modelos cinéticos describen cuantitativamente la dinámica de las concentraciones 

de metabolitos y de las velocidades de reacción de las rutas bioquímicas implicadas en la 

red. Estos modelos están basados en la estructura de la red, es decir, consideran la 

estequiometría de las reacciones y las cinéticas e información regulatoria; para este 

último punto, se incluye la expresión cinética correspondiente a cada reacción, teniendo 

en cuenta la presencia de inhibidores y activadores de las enzimas (Wiechert & Noack, 

2011). 

 

En los modelos cinéticos, los sistemas metabólicos se describen mediante sistemas de 

ecuaciones diferenciales ordinarias. Así, para cada metabolito se formula una ecuación 

diferencial que define su variación en el tiempo. Estas se construyen sumando los flujos 

que producen cada metabolito y restando los flujos que lo consumen sobre la base de la 

estequiometría de las reacciones definidas en la red metabólica. Así, en estos modelos, el 

flujo de una reacción es función de la concentración de aquellos metabolitos que 

participan o regulan la reacción. La función matemática, que expresa cómo depende el 

flujo de una reacción concreta de las concentraciones de metabolitos, se denomina 

ecuación cinética (Figura 1-5). En las reacciones enzimáticas, las ecuaciones cinéticas 

suelen reflejar la cantidad total de enzima, la afinidad de esta por los sustratos y su grado 

de inhibición o activación. De esta forma, la resolución numérica del sistema de 

ecuaciones diferenciales permite predecir cómo evolucionan las concentraciones de 

metabolitos, y por extensión, los flujos (Foguett & Cascante, 2015). 

 

Dada su estructura dinámica, los modelos cinéticos son ideales para estudiar cómo se 

distribuyen los flujos metabólicos en un sistema biológico a través del tiempo. Además, 

permiten realizar experimentos in silico donde es posible evaluar el efecto de 

modificaciones en los niveles de ciertos componentes de la red sobre la distribución de 

flujos metabólicos (Weaver et al., 2015).  
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Figura 1-5. Principio general de modelamiento cinético. A) Representación esquemática de la estructura de 

la red con las interacciones regulatorias, B) Formulación matemática de las ecuaciones de balance para cada 

nodo interno, C) Términos de cinética de reacción asignados para cada paso enzimático. La dinámica de los 

nodos externos (pools de metabolitos externos a los límites del sistema) no se explica por el modelo, de esta 

forma, se mantienen en valores constantes o son controlados a nivel experimental.  Adaptado de Wiechert & 

Noack, 2011. 
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Uno de los conceptos más relevantes en los modelos cinéticos es la cinética enzimática, 

que describe mediante una ley de velocidad matemática la dependencia de las 

velocidades de reacción a la concentración de los sustratos, productos y efectores en 

cada paso enzimático. Una ley de velocidad cinética enzimática es una función que 

depende de las concentraciones de los reactantes y los parámetros que especifican la 

rapidez de la reacción. Un ejemplo de esto es la ecuación de Michaelis - Menten 

reversible para el tercer paso enzimático de la vía ilustrada en la Figura 1-5. 

 

�௪ =  �೑௄ಳ ∙ [ܤ]) − [஼]௄೐�)1 + [஻]௄ಳ + [஼]௄಴
 

 

Donde [B] y [C] corresponden a las concentraciones de los metabolitos B y C, Vf es la 

velocidad límite (actividad máxima) de la enzima w en la dirección directa de la 

reacción, Keq es la constante de equilibrio de la reacción, y KB y KC son las constantes de 

Michaelis-Menten para B y C, respectivamente (Imperial & Centelles, 2014). 

 

La cinética enzimática es un área muy amplia, por lo cual se han desarrollado diversas 

investigaciones con el fin de definir ecuaciones cinéticas que representen de forma 

exacta el comportamiento de las enzimas en los sistemas biológicos. Dentro de la 

literatura destacan los trabajos de Cornish-Bowden, 2004 y Segel, 1993 que resumen 

con gran detalle los avances en esta temática. Recientemente, sin embargo, el desarrollo 

de la biología computacional ha desplazado el énfasis desde los estudios de los 

mecanismos cinéticos de las enzimas hacia la cinética de enzimas para modelamiento 

(Rohwer, 2012). Esto significa que, en lugar de proporcionar información sobre el 

mecanismo enzimático en forma detallada, las leyes de velocidad deben capturar el 

detalle esencial de una reacción (incluyendo propiedades cinéticas y termodinámicas) 

para describir su comportamiento (en términos de sustrato, producto, y efectores) de 

manera adecuada en los modelos. Al mismo tiempo, algunos autores indican una nueva 

tendencia que promueve el uso de ecuaciones de velocidad genéricas (Liebermeister & 

(1) 
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Klipp, 2006; Rohwer et al., 2006; 2007), las que pueden en algunos casos describir el 

comportamiento general de las reacciones con mayor precisión que las ecuaciones 

mecanísticas detalladas, pero con menor número de parámetros. Por ejemplo, para la 

segunda reacción de la Figura 5 (A+ D <-> B +E), donde participa una enzima no-

cooperativa que muestra una cinética normal hiperbólica tipo Michaelis-Menten, la 

ecuación de velocidad está dada por:  

�௩ =  �೑௄ಲ∙ ௄ವ ∙ [ܣ]) ∙ [ܦ] − [஻]∙[ா]௄೐� )ቀ1 + [஻]௄ಳ + [஺]௄ಲቁ ∙ ቀ1 + [஽]௄ವ + [ா]௄ಶቁ 

 

Donde Vf y Keq fueron definidos anteriormente, [A], [B], [D] y [E] y KA, KB, KD y KE 

las concentraciones y las constantes de Michaelis-Menten para A, B, D y E, 

respectivamente.  

En cambio, las ecuaciones mecanísticas para la misma reacción establecen diferentes 

leyes de velocidad, dependiendo del mecanismo enzimático (ordenado – aleatorio –  

ping-pong), y además contienen parámetros adicionales, tales como constantes de 

inhibición para los diferentes sustratos y productos (Rohwer, 2012). Por lo tanto, en la 

formulación de las ecuaciones de velocidad de un modelo cinético se deben considerar 

diferentes aspectos con el fin de obtener el modelo más representativo del sistema 

estudiado. 

 

La simulación de vías metabólicas mediante modelos cinéticos ha crecido 

significativamente en las últimas dos décadas; de hecho, se han implementado modelos 

de vías metabólicas de varios organismos (Pfau et al., 2011; Schallau & Junker, 2010). 

Es importante destacar que los modelos construidos no sólo se limitan al metabolismo 

central, sino que se han extendido al metabolismo secundario, metabolismo de 

xenobióticos, así como a redes de regulación génica (Rohwer, 2012; Saa & Nielsen, 

2016). La Tabla 1-1 presenta un resumen de los modelos cinéticos que han sido 

publicados recientemente, desde la última revisión realizada por Rios-Estepa & Lange, 

2007. 

(2) 
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Tabla 1-1. Revisión de Modelos cinéticos publicados recientemente. 

Vía metabólica Organismo EDO Referencia 

Biosíntesis de xiamenmicina S. lividans (bacteria) 86 (Xu et al., 2016) 

Metabolismo de esfingolípidos S. cerevisiae (levadura) 70 (Savoglidis et al., 2016) 

Ciclo de metionina H. sapiens (animal) 5 (Saa & Nielsen, 2016) 

Biosíntesis de amorfadieno  E. coli (bacteria) 7 (Weaver et al., 2015) 

Metabolismo Central * E. coli (bacteria) 30 (Mannan et al., 2015) 

Metabolismo de eritrocitos H. sapiens (animal) 76 (Bordbar et al., 2015) 

Metabolismo Central * E. coli (bacteria) 93 (Khodayari et al., 2014) 

Glicólisis S. cerevisiae (levadura) 20 (Smallbone et al., 2013) 

Metabolismo Central * E. coli (bacteria) 90 (Chakrabarti et al., 2013) 

Biosíntesis de etanol S. lycopersicum (planta) 6 (Van de Poel et al., 2014) 

Metabolismo de glucosa H. sapiens (animal) 49 (König et al., 2012) 

Biosíntesis de aceites esenciales M. piperita (planta) 46 (Rios-Estepa et al., 2010) 

Vía de compuestos benzenoides P. hybrida (planta) 90 (Colón et al., 2010) 

Metabolismo de ácidos grasos H. sapiens (animal) 85 (Dean et al., 2010) 

Metabolismo del aspartato A. thaliana (planta) 7 (Curien et al., 2009) 

Vía de flavonoides A. thaliana (planta) 7 (Olsen et al., 2009) 

Biosíntesis de aceites esenciales M. piperita (planta) 26 (Rios-Estepa et al., 2008) 

EDO: Número de ecuaciones diferenciales ordinarias empleadas en el modelo. 

* Incluye: glicólisis/gluconeogénesis, vía de las pentosas fosfato, ciclo del TCA, 

metabolismo principal del piruvato y reacciones anapleróticas. 
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1.3.2  Formulación de Modelos Cinéticos 

La construcción de un modelo cinético requiere cinco elementos clave: estequiometría, 

datos de cinética enzimática, datos termodinámicos, datos de actividad enzimática 

máxima y otros parámetros de modelación.  

 

En primer lugar, la estequiometría define el número y la naturaleza de todos los 

reactantes y productos que participan en una reacción bioquímica específica; y describe 

como las reacciones están conectadas entre sí. Hoy en día, este punto no es difícil de 

abordar pues se ha podido caracterizar completamente el metabolismo y se encuentran 

disponibles redes metabólicas a escala genómica de un número creciente de organismos 

(Palsson, 2006).  

 

Por su parte, los datos de cinética enzimática incluyen las leyes de velocidad de las 

enzimas y las constantes asociadas (Michaelis- Menten, inhibición, activación, y otras). 

La búsqueda de información a partir de literatura es una tarea ardua que requiere un 

esfuerzo y tiempo considerables. Sin embargo, en la actualidad existen bases de datos 

disponibles en internet como BRENDA (http://www.brenda-enzymes.org; Schomburg et 

al., 2004) o SABIO-RK (http://sabio.villa-bosch.de; Krebs et al., 2007), entre otras que 

facilitan en gran medida este proceso. En el caso que los datos cinéticos para una enzima 

en particular de un determinado organismo no se encuentren disponibles, se debe 

recurrir a datos de especies cercanamente relacionadas.  

 

Idealmente, los parámetros cinéticos deberían ser determinados en condiciones que 

asemejan la situación in vivo. Sin embargo, históricamente, los ensayos cinéticos no se 

han realizado de esta forma; de hecho, los mecanismos enzimáticos en general han sido 

investigados en condiciones óptimas de actividad enzimática en términos de pH y fuerza 

iónica, entre otros. Para facilitar la estandarización y la integración de los datos, Van 

Eunen et al. (2010) desarrolló un set de condiciones estándares para medir actividad 

enzimática y realizar ensayos cinéticos en levaduras. Para ello, se requirió la 

determinación del pH citosólico y las concentraciones de calcio, sodio, potasio, fósforo, 

http://www.brenda-enzymes.org/
http://sabio.villa-bosch.de/
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azufre, y magnesio. Esta información, en conjunto con datos de literatura, fue utilizada 

para formular una solución tampón (buffer) similar a las condiciones in vivo, 

experimentalmente factible (Rohwer, 2012). Además, bajo el auspicio del Instituto 

Beilstein en Alemania, se creó la Comisión STRENDA (http://www.beilstein-

institut.de/en/projects/strenda) que promueve el desarrollo de una plataforma de 

búsqueda y almacenamiento de datos enzimáticos funcionales de libre acceso, en línea. 

Con este fin, la Comisión fomenta un sistema estandarizado de reporte de datos 

enzimáticos, que busca facilitar a la comunidad científica la interpretación, evaluación y 

reproducción de los análisis de enzimología. 

 

En relación a los datos termodinámicos, cabe destacar que, en principio, todas las 

reacciones catalizadas por enzimas son reversibles, y el grado de reversibilidad debe ser 

explicitado adecuadamente en los modelos cinéticos. Afortunadamente, se han realizado 

grandes avances en términos de recolectar los datos de constantes de equilibrio (o de las 

constantes de energía libre de Gibbs estándar de las reacciones) en base de datos de 

termodinámica de reacciones catalizadas por enzimas 

(http://xpdb.nist.gov/enzyme_thermodynamics; Goldberg et al., 2004) y en el cálculo de 

los cambios de energía libre estándar para reacciones bioquímicas (Alberty, 2006). 

 

En cuanto a los datos de actividad enzimática máxima, la velocidad máxima es 

incorporada en las leyes de velocidad de cinética enzimática directamente o como un 

producto de la concentración enzimática y la constante de velocidad catalítica (kcat). 

Dado que la expresión de los genes (y, como consecuencia, el nivel de enzimas) depende 

de las condiciones fisiológicas, estos datos tienen que ser medidos directamente en la 

muestra biológica para la cual el modelo se va a construir, y rara vez son transferibles de 

un laboratorio a otro. Más aún, los niveles de actividad enzimática son tejido y 

organismo específicos (Rohwer, 2012). Cabe mencionar que, durante la última década, 

se ha desarrollado aplicaciones para medir múltiples actividades enzimáticas a gran 

escala con una plataforma robótica (Gibon et al., 2004), obteniéndose una correcta 

correlación (R2 = 0.592) entre los niveles de proteína estimados a partir de las 

http://www.beilstein-institut.de/en/projects/strenda
http://www.beilstein-institut.de/en/projects/strenda
http://xpdb.nist.gov/enzyme_thermodynamics
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actividades enzimáticas determinadas experimentalmente y los valores de kcat 

publicados, por un lado; y los resultados de proteómica cuantitativa, utilizando el índice 

de abundancia de proteínas emPAI, por el otro (Piques et al., 2009). Por lo tanto, hoy en 

día es posible obtener experimentalmente estos datos en sistemas biológicos, aunque su 

desarrollo es de alto costo. 

 

Finalmente, también se debe considerar otros parámetros de modelación, tales como la 

concentración de metabolitos externos - que son incorporados como parámetros fijos en 

el modelo - y la concentración inicial de todas las variables del modelo. Estos datos 

pueden ser obtenidos de experimentos de metabolómica, ensayos directos y, en algunos 

casos, a partir de la literatura. 

 

Una vez que están disponibles todos estos datos, se puede construir el modelo cinético y 

luego integrar el sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias (EDOs) para obtener la 

evolución temporal de la concentración de los metabolitos en estudio.  

 

A continuación, para evaluar la calidad del modelo, éste debe ser validado: 

 

 En primer lugar, es necesario comprobar la consistencia interna del modelo; por 

ejemplo, asegurándose de que no hay reacciones que puedan generar un flujo de 

estado estacionario cuando los metabolitos externos no están presentes.  

 Luego, los resultados de la simulación deben ser comparados con un set de datos 

independiente de los que fueron usados para la construcción del modelo. Por 

ejemplo, los datos de validación pueden incluir mediciones de flujos o 

concentraciones de metabolitos en una muestra biológica del organismo en 

estudio, bajo un estado fisiológico diferente.  

 

Esta estrategia para la construcción de modelos, denominada bottom-up, no es siempre 

factible, debido a que la cantidad de datos disponibles puede ser insuficiente para 

determinar todos los parámetros del modelo (Rohwer, 2012). En ese caso, los 
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parámetros del modelo pueden ser estimados mediante una aproximación top-down, en 

la cual se ajustan estos valores iterativamente en una rutina de optimización hasta que 

los resultados de simulación (flujos o concentraciones) coinciden con los valores 

determinados experimentalmente, usando una métrica particular (Ashyraliyev et al., 

2009; Cedersund & Roll, 2009).  

1.3.3  Estimación de Parámetros 

El problema de optimización para la calibración del modelo cinético está dado por:  

 

 

 

Donde  

 

 

 

 

El valor de las variables de salida del modelo para un vector de parámetros específico 

que se obtiene por integración numérica de la ecuación (3) considerando la función de 

las variables observadas de la ecuación (4), es denotado por: 

           .                  

 

Donde el subíndice i indica el número de experimentos realizados y el subíndice j el 

número de mediciones para cada variable en cada experimento. 

 

 Por su parte, el vector de discrepancias entre los valores del modelo y los datos 

experimentales está dado por: 

 

 

Para resolver el problema, se asume que la ecuación (3) es una descripción matemática 
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conocimiento bioquímico acerca del proceso está incorporado de forma adecuada en la 

función vectorial f. Por lo tanto, la única incertidumbre de la ecuación (3) es el vector de 

parámetros desconocidos θ (Rohwer, 2012).  

En la mayoría de los casos, la métrica empleada para resolver los problemas de 

optimización está dada por la siguiente función objetivo o función de costo: 

 

 

 

 

Donde  

 

 

 

 

 

 

Métodos de Optimización 

Para encontrar el mínimo de la función objetivo se pueden emplear métodos de 

optimización local, global o híbridos. Los métodos de búsqueda local generalmente 

convergen de forma rápida a un mínimo; pero, como su nombre sugiere, este resultado 

podría ser un mínimo local y, lamentablemente, estos métodos no poseen una forma para 

escapar de esta solución y encontrar el mínimo verdadero o global. Por otro lado, estos 

métodos entregan la mejor solución posible en las inmediaciones del punto inicial, por lo 

que tienen una fuerte dependencia del punto de arranque del algoritmo. En cambio, las 

técnicas de optimización global son independientes de la naturaleza del espacio de 

soluciones y, a diferencia de las técnicas de búsqueda local, son capaces de atravesar un 

espacio de búsqueda con múltiples mínimos o máximos locales, y alcanzar una solución 

global al problema, entendiendo como tal la mejor solución posible o una solución en las 

inmediaciones de la región que contiene a la solución óptima.  
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Optimización global 

Los métodos de optimización global (GO) pueden ser clasificados como estrategias 

determinísticas (Esposito & Floudas, 2000; Fogel et al., 1997; Grossmann, 1996; Reiner 

& Tuy, 1990) o estocásticas (Ali et al., 1997; Boender & Romeijn, 1995; Törn et al., 

1999). Los métodos estocásticos de optimización global se basan en aproximaciones 

probabilísticas. Dado que emplean elementos aleatorios, estos métodos tienen un débil 

sustento teórico de convergencia a la solución global. En cambio, los métodos 

determinísticos se caracterizan porque pueden entregar un nivel de seguridad que el 

óptimo global será localizado. Sin embargo, cabe señalar que, si bien los métodos 

determinísticos pueden garantizar el óptimo global para ciertos problemas GO, ningún 

algoritmo puede resolver los problemas generales GO con certeza absoluta en tiempo 

finito (Boender & Romeijn, 1995). De hecho, pese a que varios métodos determinísticos 

(por ejemplo, el algoritmo de ramificación y acotación) tienen propiedades de 

convergencia teóricas sólidas, los esfuerzos computacionales asociados se incrementan 

muy rápidamente (a menudo de forma exponencial) con el tamaño del problema. En 

contraste, la mayoría de los métodos estocásticos puede localizar con relativa eficiencia 

la vecindad de la solución global, pero con el costo de que la optimalidad global no 

puede ser garantizada. Pese a lo anterior, en la práctica, los resultados obtenidos con 

estos métodos son satisfactorios y requieren un tiempo computacional acotado. Además, 

los métodos estocásticos son, en general, más simples de implementar y usar, y no 

requieren la transformación del problema original, que puede ser tratado como una caja 

negra (Moles et al., 2003).  

 

Existen diferentes métodos estocásticos para optimización global, entre los cuales los 

más destacados son los siguientes: métodos estocásticos adaptativos, métodos de 

clustering, algoritmos evolutivos o simulated annealing, entre otros métodos 

metaheurísticos, tales como Taboo Search (TS), Optimización de colonia de hormigas 

(ACO) y métodos de enjambre de partículas.  Dentro de ellos destacan los algoritmos 

evolutivos (AE), también conocidos como métodos estocásticos basados en poblaciones. 

Estos métodos están inspirados en la evolución biológica (Fogel, 2005). Las soluciones 
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potenciales (vectores de parámetros) corresponden a los individuos de una población. 

Para obtener nuevas soluciones (una nueva generación), los individuos en la población 

son sustituidos usando los mecanismos que impulsan la evolución biológica: 

reproducción, selección natural, mutación, recombinación y sobrevivencia del más apto 

(Darwin, 1859). Estos métodos se caracterizan porque, en general, presentan un buen 

desempeño para todo tipo de problemas y son adecuados para solucionar problemas con 

un amplio espacio de búsqueda. Los factores críticos para escapar de óptimos locales y 

para la rapidez de la convergencia son los operadores de recombinación y selección, 

respectivamente.  

 

Por su parte, los algoritmos evolutivos usualmente se clasifican en tres grupos: 

Algoritmos Genéticos (AG; Goldberg, 1989; Holland, 1992; Michalewicz, 1996), 

Programación evolutiva (EP; Fogel et al., 1966), y Estrategias de Evolución (ES; Beyer 

& Schwefel, 2002; Schwefel, 1995). Diversos estudios sobre métodos estocásticos 

indican que las estrategias de evolución modernas presentan varias ventajas sobre los 

algoritmos genéticos y el Simulated annealing, principalmente mejor ratio 

eficiencia/robustez, escalabilidad, inherente naturaleza paralela y mecanismo de self-

tuning para la búsqueda de parámetros (Rodriguez-Fernandez et al., 2006). Los 

resultados obtenidos indican que los algoritmos estocásticos DE (Evolución diferencial; 

Storn & Price, 1997) y SRES (Estrategia evolutiva de ranking estocástico; Runarsson & 

Yao, 2000) son los más competitivos. Sin embargo, el principal problema que presentan 

estos métodos es que requieren demasiadas evaluaciones de la función objetivo (Moles 

et al., 2003).  

 

Optimización local 

Los métodos locales pueden ser clasificados en métodos de búsqueda directa (Hooke & 

Jeeves, 1961; Lagarias et al., 1998; Nelder & Mead, 1965), métodos basados en 

gradientes (Conn et al., 2000) y métodos basados en gradientes para problemas de 

mínimos cuadrados (Bus et al., 1975; Madsen et al., 2004). El término métodos de 

búsqueda directa se emplea generalmente para describir a todos los métodos que 
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encuentran un mínimo local sin el uso de derivadas. Los métodos de búsqueda directa 

seleccionan un número finito de posibilidades en cada paso y chequean si alguna de 

estas es mejor que la solución actual. Dentro de esta categoría los métodos más usados 

son el método de Hooke–Jeeves y el método Simplex de Nelder–Mead. 

 

A diferencia de los métodos descritos anteriormente, los métodos basados en gradientes 

no sólo requieren el valor de la función objetivo, sino que también el valor de su primera 

derivada respecto a los parámetros. Estos métodos no son tan sencillos de implementar 

como los métodos de búsqueda directa, pero en general su uso es preferible. Dentro de 

ellos, los algoritmos fundamentales son los de pendiente máxima (Steepest descent), el 

método de Newton y el método de la región de confianza (Trust region method). 

 

 Por otro lado, si la función a minimizar es una suma de cuadrados (como en el caso de 

resolver un problema de mínimo cuadrados), el método de Newton es frecuentemente 

reemplazado por el algoritmo de Gauss-Newton, en el cual el hessiano no es empleado. 

Otro método para resolver este tipo de problemas es el método de Levenberg-Marquart, 

que puede ser descrito como una combinación del método Gauss- Newton y el método 

de pendiente máxima.  

 

En general, los métodos de búsqueda directa son aplicables, pero son menos eficientes, 

especialmente para problemas de alta dimensionalidad. Si es posible (es decir, si el 

problema es suave), se recomienda usar el método de Newton o el de región de 

confianza y, para un ajuste de mínimos cuadrados, el método de Levenberg-Marquardt. 

Pero si la función objetivo es discontinua o tiene una derivada discontinua (por ejemplo, 

porque el modelo matemático contiene funciones escalonadas, valores absolutos, etc.) 

los métodos basados en gradiente no pueden aplicarse. El método de Hooke-Jeeves o, en 

general, los métodos de búsqueda directa son confiables pero lentos. El método simplex 

de Nelder-Mead es, en la mayoría de los casos, eficiente, pero puede fallar 

impredeciblemente (Ashyraliyev et al., 2009). 
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En conclusión, los métodos de optimización global exploran de forma exhaustiva el 

espacio de soluciones, pero sin aprovechar las características del espacio de búsqueda 

como ocurre al operar por ejemplo con gradientes en los métodos de búsqueda local, 

ralentizando así la convergencia. En cambio, los métodos locales son mucho más 

rápidos en encontrar el mínimo en las inmediaciones de la región que rodea a la solución 

óptima. De esta forma, la aplicación secuencial de ambas aproximaciones podría ser una 

estrategia para combinar lo mejor de cada una de ellas.  

 

Métodos híbridos  

Los métodos híbridos usan un método de búsqueda global para identificar regiones 

prometedoras del espacio de búsqueda que son luego exploradas por un optimizador 

local. En este sentido, Rodriguez-Fernandez et al., 2006 desarrollaron una estrategia que 

combina optimización global y local en un método híbrido con el fin de aumentar la 

velocidad de los métodos de optimización global estocásticos y, simultáneamente, 

mantener su robustez. Este método es una nueva aproximación metaheurística basada en 

búsqueda dispersa combinada con varios métodos de búsqueda local. Otra ventaja de 

este método es que elimina la delicada tarea de decidir dónde establecer el punto de 

cambio desde el método global al local. 

 

La búsqueda dispersa (denominada en inglés Scatter Search y abreviada como SS) es un 

método basado en poblaciones que fue introducido por Glover, 1977 como un heurístico 

para programación entera, pero desde entonces se ha extendido a otro tipo de problemas 

(Laguna & Marti, 2003; 2005). Neumaier et al., 2005 compararon recientemente 

diferentes optimizadores de métodos de búsqueda global sobre un set de 1000 problemas 

GO con restricciones, obtenidos de literatura. Los autores concluyeron que el mejor 

método estocástico es SS y, además, es el mejor método para resolver problemas de caja 

negra. Por otro lado, para problemas con un gran número de variables de decisión, este 

optimizador también ha probado ser el más confiable (Rodríguez-Fernández, Egea et al., 

2006). 
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La búsqueda dispersa, cuando la búsqueda local es activada, puede ser definida como un 

método híbrido que combina búsqueda global con una fase de intensificación (búsqueda 

local). Este algoritmo usa diferentes heurísticas para seleccionar eficientemente puntos 

iniciales convenientes para la búsqueda local, basado en filtros de distancia, calidad y 

términos de memoria. Esto permite que el usuario no tenga que preocuparse de detener 

la búsqueda global e iniciar el solucionador local, ya que el algoritmo lleva a cabo este 

proceso automáticamente. Finalmente, cabe mencionar que el procedimiento de 

búsqueda dispersa trabaja sobre un conjunto pequeño de soluciones, denominado 

conjunto de referencia, combinando sus soluciones para crear otras nuevas. A 

continuación se describe los cinco elementos esenciales del método, así como el 

funcionamiento de estos elementos dentro del esquema básico de SS, de acuerdo a 

Casado & Martí, 2007 (Figura 1-6): 

 

1. Método generador de soluciones diversas. Este método genera un conjunto de 

soluciones diversas que, en principio, no tienen que ser necesariamente factibles.  

2. Método de mejora de soluciones. Esta herramienta se emplea para obtener 

soluciones de mayor calidad que las de partida, aunque, en el caso que aparezcan 

soluciones no factibles, su función consistirá primeramente en obtener una 

solución factible y luego intentar mejorarla. Se aplica tanto al conjunto de 

soluciones diversas como a aquellas soluciones que se obtienen tras la aplicación 

del método de combinación a las del conjunto de referencia. Habitualmente, 

como método de mejora, se usa un procedimiento de búsqueda local. 

3. Método de actualización del Conjunto de referencia (Refset). De entre el 

conjunto de soluciones diversas generado con el método anterior y una vez 

aplicado el método de mejora, se selecciona el conjunto de referencia, formado 

por un número pequeño de soluciones, b (alrededor de b=10).  

4. Método generador de subconjuntos. A través de este método se generan 

subconjuntos de soluciones del conjunto de referencia. Las soluciones de cada 

uno de estos subconjuntos se combinarán entre sí posteriormente.  



35 

 

 

5. Método de combinación. Con este método se combinan entre sí las soluciones 

de cada subconjunto obtenido con el método generador de subconjuntos ya 

descrito. 

 

El algoritmo de SS diseñado por Rodríguez-Fernández et al. (2006) presenta además 

algunas herramientas útiles para incrementar su rendimiento en la resolución de 

problemas de estimación de parámetros. Dentro de ellas, cabe destacar:  

 

 Distribución logarítmica para generar soluciones de prueba iniciales. 

 Mecanismos para impedir las zonas planas y escapar de las soluciones locales. 

 Método de combinación de soluciones para explorar en mayor profundidad el 

espacio solución. 

 Además, cuando todas las combinaciones de soluciones elite han sido hechas, el 

algoritmo puede detenerse o continuar mediante la regeneración del set de 

soluciones elite con un método basado en direcciones de búsqueda ortogonal.  

 Por último, se pueden emplear varios optimizadores locales, tales como: fmincon 

(The MathWorks Inc.), SOLNP (Ye, 1987), SNOPT (Gill et al., 2002), y 

métodos directos, como Nomad (Abramson, 2002) y otros optimizadores 

especialmente diseñados para los problemas de estimación de parámetros como 

N2FB/DN2FB (Dennis et al., 1993).  
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Método de generación de soluciones diversas 

Método de mejora de soluciones 

Calidad                                    Diversidad 
Conjunto de Referencia 

Formar 
subconjuntos 

Combinar 
soluciones 

Método de mejora de soluciones 

Método de actualización RefSet 

Local 
solver 

NO 

Filtros 
SI 

Resultados 
 Local solver 

SI 

NO 

Elementos sin 
combinar 

NO 

SI 

Criterio de 
finalización 

 

Regeneración Refset 

SI 

Resultados 

NO 

Figura 1-6. Diagrama del algoritmo de búsqueda dispersa. Adaptado de Rodriguez-Fernandez et al., 2006. 
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1.3.4  Análisis de pre/post-Regresión 

Los modelos cinéticos con ecuaciones de velocidad no lineales tienen, en general, 

múltiples conjuntos de parámetros que cumplen los criterios de minimización, siendo 

algunos sólo óptimos locales. Más aún, luego de obtener una parametrización aceptable 

del modelo mediante un procedimiento de estimación de parámetros, esto no significa 

que todos los parámetros obtenidos sean confiables. En efecto, es necesario efectuar un 

análisis de regresión a posteriori para evaluar que tan bien ha sido determinado el vector 

de parámetros a partir de un set de datos experimentales, posiblemente limitado y 

ruidoso (Ashyraliyev et al., 2009). Sin embargo, hay algunos autores que señalan que, 

muchas veces, no se requiere obtener el valor preciso de un parámetro para establecer 

conclusiones biológicas (Ashyraliyev et al., 2008).  

 

Los procedimientos necesarios para probar la calidad de la estimación de parámetros, 

llamados diagnósticos de pre/post-regresión, abarcan varios métodos: 

 

Sensibilidad paramétrica:  

El análisis de sensibilidad de los parámetros define en qué medida las variables de 

estado del modelo son afectadas por las variaciones en los valores de los parámetros. 

Los coeficientes de sensibilidad paramétrica y los coeficientes de sensibilidad 

normalizados se definen, respectivamente como: 
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Los parámetros no sensibles son aquellos que no influyen en las variables de estado. En 

los modelos dinámicos, la sensibilidad varía con el tiempo y por lo tanto los parámetros 

pueden ser no sensibles en ciertos intervalos de tiempo y sensibles en otros. 

 

Significancia paramétrica:  

El análisis de significancia permite determinar la confiabilidad de la estimación de los 

parámetros (intervalo de confianza). Para ello se calcula una aproximación de la matriz 

de covarianza como (Dochain & Vanrolleghem, 2001; Goodwin & Payne, 1977; 

Munack, 2001; Petersen, 2000): 

 

 

 

Donde          

 

 

 

Bajo el supuesto que el ruido de las mediciones tiene distribución gausseana con media 

igual a cero y no es correlacionado (la matriz de covarianza de error de mediciones es 

una matriz diagonal), la aproximación de la matriz de covarianza de la ecuación (10) 

equivale a la inversa de la matriz de información de Fisher (FIM) (Dochain & 
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Por lo tanto, FIM es una aproximación a la inversa de la matriz de covarianza del error 

de estimación de los parámetros, y a partir de ello se obtiene una aproximación de los 

elipsoides de confianza:  

 

 

Por ende, los intervalos de confianza de los parámetros                      son obtenidos de la 

siguiente forma: 

 

 

Donde Cii puede ser aproximado como Cj y            es la distribución t de Student de dos 

colas para el nivel de confianza α y los grados de libertad N-nθ. 

 

Identificabilidad paramétrica:  

En el análisis de identificabilidad se calcula la matriz de correlación de los parámetros 

del modelo para lograr determinar si los parámetros ajustados son localmente 

identificables para un intervalo de tiempo dado. La matriz de correlación, cuyos 

elementos son los coeficientes de correlación aproximada entre los parámetros i y j, está 

definida por: 

 

 

 

 

En general, coeficientes de correlación (Rij) mayores a 0,95 indican una alta correlación. 

En estos casos los parámetros no pueden ser determinados de manera única al ajustar el 

modelo con los datos experimentales. 
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nuevos datos en un proceso iterativo hasta la obtención de un modelo robusto y 

confiable. A su vez, los métodos de diagnóstico pueden entregar valiosas 

recomendaciones para la modificación de montajes experimentales con el fin de 

aumentar el contenido de información de los datos.  

 

1.3.5 Análisis de control metabólico 

El análisis del control metabólico, desarrollado en los trabajos de Kacser y Burns (1973), 

y en forma independiente por Heinrich y Rapoport (1974), proporciona un marco teórico 

para estudiar cuantitativamente los mecanismos de control y regulación de los sistemas 

metabólicos. De hecho, se ha convertido en una gran herramienta para estudiar la 

distribución del control del flujo en los pasos enzimáticos y diseñar estrategias para 

manipular vías metabólicas. 

 

 Los postulados de este análisis se pueden resumir en las siguientes generalizaciones 

(Kacser & Porteous, 1987; Meléndez-hevia et al., 1987): 

 El control del flujo se distribuye en todos los componentes enzimáticos de la vía.  

 Varias enzimas pueden ejercer control significativo del flujo.  

 La distribución del control puede variar con el cambio del estado metabólico de la 

célula o por cambios en las condiciones del experimento. 

 

Esta teoría define el coeficiente de control del flujo, CJ, para medir la sensibilidad del 

flujo a un cambio en la concentración de una enzima. De esta forma, el coeficiente de 

control de flujo se define como la fracción de cambio en el flujo, J, con respecto a la 

fracción de cambio en la concentración de la enzima, [E] (Cornish-Bowden, 2004; 

Kacser & Porteous, 1987): 

 

 

 

 

௃ܥ (16) =  �௃௃�[ா][ா]  = �ln ��ln [ܧ] 
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El control del flujo puede ser compartido cuantitativamente por todas las enzimas de la 

vía. Estudios rigurosos de varios sistemas metabólicos muestran que la suma de los 

coeficientes de control de flujo de las enzimas participantes en una vía es igual a 1 

(teorema aditivo del control metabólico, [Cornish-Bowden, 2004; Kacser & Porteous, 

1987]). 
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2. DESARROLLO DE UN MODELO METABÓLICO CINÉTICO 

PARA OPTIMIZAR LA SÍNTESIS DE ΒETA-IONONA EN 

SACCHAROMYCES CEREVISIAE 

2.1 Introducción 

 
Entre el sinnúmero de compuestos aromáticos que hoy se comercializan, la ȕ-ionona 

destaca como una prominente molécula, naturalmente presente en muchas flores 

(violetas) y frutos (frambuesas, duraznos y damascos) (López et al., 2015). La ȕ-ionona 

es actualmente sintetizada a partir de citral y acetona, a través de un proceso químico 

conocido desde hace más de un siglo (Chuit & Bachofen, 1902; Tiemann & Krüger, 

1893; Tiemann, 1896). Sin embargo, en los últimos años, el incremento de la demanda 

de los consumidores por ingredientes y productos naturales en los alimentos ha 

promovido el reemplazo del sistema de producción químico por uno natural (Cataldo et 

al., 2016). Dentro de los esfuerzos realizados en esta dirección cabe destacar la 

construcción de una plataforma eficiente para la producción de ȕ-ionona mediante la 

expresión de genes carotenogénicos de la levadura Xanthophyllomyces dendrorhous y el 

gen CCD1 de Petunia hybrida en S. cerevisiae (López et al., 2015). Sin embargo, se 

requiere optimizar la vía biosintética y las condiciones de fermentación, afín de 

incrementar en forma sustancial la concentración final y la productividad volumétrica de 

la biosíntesis, con el objetivo de consolidar un proceso económicamente competitivo 

respecto de la síntesis química. 

 

El modelamiento matemático ha sido empleado desde hace varias décadas como 

estrategia para incrementar la tasa de éxito del trabajo experimental, permitiendo 

disminuir significativamente los ensayos experimentales y seleccionar aquellos 

experimentos que tienen mayor probabilidad de lograr el resultado deseado. Dentro del 

campo de la biología computacional, los modelos metabólicos a escala genómica han 

sido ampliamente utilizados debido a su simplicidad, robustez y cobertura (Sánchez & 

Nielsen, 2015). Estos modelos se caracterizan por entregar información acerca de la 
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distribución de los flujos de carbono en el metabolismo. Además, pueden ser analizados 

como un problema de programación lineal (PL) donde se resuelve una función objetivo 

con relevancia biológica, como la maximización de la tasa de crecimiento, bajo el 

supuesto de estado pseudo-estacionario (Sánchez et al, 2014). Sin embargo, una de las 

principales limitaciones de estos modelos es que no consideran la concentración de las 

enzimas involucradas como una variable explícita, generando una desconexión con los 

experimentos, pues el cambio de los niveles de expresión es una de las estrategias más 

empleadas en ingeniería genética (Picotti et al., 2009; Weaver et al., 2015). 

 

En oposición a los modelos estequiométricos, los modelos cinéticos (MC) resuelven los 

cambios metabólicos de acuerdo a los cambios en las velocidades de reacción. De esta 

forma, los MC incorporan la concentración de las enzimas y metabolitos, y así predicen 

la evolución temporal de la concentración de sustratos, intermediarios y productos. 

Además, permiten realizar experimentos in silico para evaluar el desempeño del sistema 

biológico en estudio, tales como cambios en el nivel de expresión de ciertas enzimas y 

su impacto en la distribución de flujos de la vía. Pese a lo anterior, los modelos cinéticos 

son difíciles de implementar debido a la poca información disponible de parámetros 

cinéticos (constantes de velocidad y concentración de enzimas, entre otros) para la 

mayoría de los sistemas biológicos (Weaver et al., 2015). Además, incluso cuando las 

constantes cinéticas han sido caracterizadas in vitro, no se puede asegurar la idoneidad 

de estos valores in vivo (García-Contreras et al., 2012; Laue & Demeler, 2011; Van 

Eunen et al., 2010). 

 

Recientemente, se han llevado a cabo diversos trabajos de modelación cinética de vías 

metabólicas, lo que ha permitido aumentar la comprensión de los fenómenos biológicos 

asociados, y el diseño de nuevas rutas para incrementar el flujo por vías ya existentes 

con interesantes aplicaciones biotecnológicas (Rios-Estepa et al., 2008; Saa & Nielsen, 

2016; Smallbone et al., 2013; Weaver et al., 2015).  
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En este trabajo, construimos un modelo de 55 ecuaciones diferenciales ordinarias (EDO) 

de la vía de síntesis heteróloga de ȕ-ionona en Saccharomyces cerevisiae, a partir de la 

vía del mevalonato, incluyendo la vía de síntesis de esteroles y de carotenoides (Figura 

2-1). La parametrización del modelo fue realizada usando 92 parámetros cinéticos 

enzimáticos obtenidos de literatura y la concentración de proteínas fue fijada de acuerdo 

a los antecedentes de Weaver et al., 2015, Martinez-Moya et al., 2015 y Currie et al., 

2014. Usando acetil-CoA como sustrato inicial, desconectamos la vía del metabolismo 

central, permitiéndonos examinar la producción de ȕ-ionona en profundidad y en forma 

independiente de los problemas que pueden ocasionarse por otros factores fisiológicos, 

tales como las complicaciones inherentes que resultan de la inserción de las vías del 

metabolismo central y las regulaciones asociadas; además de los efectos que esto puede 

ocasionar en los resultados de simulación de las vías heterólogas, que podrían complicar 

el análisis y llevar a conclusiones erróneas (Rios-Estepa et al., 2010; Weaver et al., 

2015).  

 

A continuación, presentamos la calibración del modelo de fermentación batch de una 

cepa de S. cerevisiae productora de ȕ-ionona con el fin de estimar los parámetros 

cinéticos más relevantes del sistema biológico no reportados en la literatura. El 

algoritmo de optimización usado está basado en un método de búsqueda dispersa 

implementado en MATLAB, el cual ha mostrado resultados promisorios para la solución 

de problemas de optimización combinatorial y no lineal (Rodríguez-Fernández et al., 

2006). Luego de la obtención de los parámetros calibrados del modelo, se efectuó un 

diagnóstico de post-regresión para evaluar posibles problemas paramétricos del modelo 

a nivel de sensibilidad, identificabilidad y significancia. Finalmente, realizamos un 

análisis de control metabólico para identificar las etapas limitantes en la biosíntesis de ȕ-

ionona. De esta forma, identificamos que la concentración de las enzimas CrtYB, ERG9 

y CCD1 es fundamental para la optimización de esta vía. Además, estos análisis 

revelaron que las constantes cinéticas Kcat_crtYB y Km_ccd1 son factores claves para 

asegurar la biosíntesis eficiente de ȕ-ionona. 
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 Acetil-CoA 

HMG-CoA 

Ácido mevalónico 

IPP DMAPP 

FPP GGPP Escualeno Fitoeno 

Licopeno 

β-caroteno 

β-ionona C14-dialdehido 

(S)-2,3-Epoxiescualeno 

5,7,22,24(28)-Ergostatetraenol 

Ergosterol 

BIOSÍNTESIS DE ERGOSTEROL 

VÍA DEL MEVALONATO  

BIOSÍNTESIS DE β-IONONA 

tHMG1 

ERG20 

ERG9 BTS1 crtYB 
crtI 

crtYB 

PhCCD1 

Figura 2-1. Plataforma para la producción de β- ionona en S. cerevisiae. Los cuadros azules representan las vías nativas, 

y el cuadro naranja representa la vía heteróloga expresada en la levadura. Los genes en rojo representan las modificaciones de 

la cepa construida por (Scalcinati et al., 2012) y (López et al., 2015). El gen tHMG1 codifica una HMG-CoA reductasa 

truncada, el gen ERG20 que codifica una FPP sintasa y el gen BTS1 que codifica una geranilgeranil difosfato sintasa fueron 

sobreexpresados y el promotor del gen ERG9 que codifica una escualeno sintasa fue reemplazado por el promotor HXT1. 

Además, los genes heterólogos crtYB (codifica una fitoeno sintasa/licopeno ciclasa), crtI (codifica una fitoeno desaturasa) y 

PhCCD1 (codifica una dioxigenasa que cliva carotenoides) fueron integrados y expresados episomalmente.  
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2.2 Materiales y Métodos 

 

2.2.1 Cepas, mantención y medios de cultivo 

Todos los cultivos fueron realizados con la cepa JLS07 de S. cerevisiae, construida y 

descrita por López et al., 2015. Esta cepa tiene un background CEN.PK SCIGS22 con 

modificaciones en el genoma para la sobreproducción de FPP (Scalcinati et al., 2012). 

Las cepas de S. cerevisiae empleadas para la producción de ȕ-ionona se describen en la 

Tabla 2-1. La cepa SCIGS22a presenta una versión truncada del gen HMG1 (tHMG1) 

que codifica para la 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa sin región trans-

membranar. La cepa JLS02 deriva de la cepa SCIGS22a y contiene los genes BTS1, 

crtYB, crtI y CCD1. Por último, la cepa JLS07 fue obtenida por transformación de la 

cepa JLS02 con el plásmido pEJL08 de alto número de copias que contiene el gen URA3 

de S. cerevisiae como marcador de selección y los genes crtYB y PhCCD1 bajo el 

control del promotor fuerte constitutivo GPD (López et al., 2015). 

 

Tabla 2-1.- Lista de cepas de S. cerevisiae usadas para la producción de ȕ-ionona. 

Cepa       Genotipo Plásmido Referencia 

SCIGS22 MATa MAL2-8c SUC2 ura3-52 

lpp1Δ::loxP 
dpp1Δ::loxP PERG9Δ::loxP-PHXT1 
gdh1Δ::loxP PTEF1-ERG20 PPGK1-

GDH2 

ninguno (Scalcinati et al., 

2012) 

SCIGS22a SCIG22 + PTEF1-tHMG1 ninguno (López et al., 2015) 

JLS02 SCIG22a + PTEF1-BTSI PPGK1-crtYB 
PTEF1- 
crtI PPGK1-PhCCD1 

ninguno (López et al., 2015) 

JLS07 JLS02 P426 PGPD-

crtYB 
PGPD-

PhCCD1 

(López et al., 2015) 
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Los experimentos de cultivo celular se realizaron en medio mínimo sintético dextrosa 

(SCD) que contiene: 20 g/L de glucosa, 5 g/L (NH4)2SO4, 1,7 g/L de Yeast Nitrogen 

Base sin aminoácidos (BD DifcoTM YNB; BD & Co, Sparks, MD, USA) y 0,77 g/L de 

mezcla de suplemento completo sin uracilo (CSM-URA; Sunrise Science Products Inc., 

San Diego, CA, USA). Luego de la esterilización del medio durante 20 min a 121 °C, se 

agregó una solución concentrada de vitaminas esterilizada por filtración (30 mm x 0.22 

μm syringe-filter; Tecnología y Ciencia, Santiago, Chile), preparada de acuerdo a Van 

Hoek et al., 1998. Por último, se adicionó 10% dodecano (vol/vol) (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, USA) al medio de cultivo para la recuperación in situ de ȕ-ionona. 

 

Las cepas de levadura son mantenidas como una suspensión en 25% de glicerol estéril 

(vol/vol) y almacenadas en crioviales a -80 °C.  

 

2.2.2 Modelamiento 

Se construyó un modelo de 55 ecuaciones diferenciales ordinarias en MATLAB R2016b 

usando 94 parámetros cinéticos obtenidos a partir de la base de datos BRENDA 

(http://www.brenda-enzymes.info/) y estudios previos, los cuales se detallan en las 

Tablas A-1 y A-2. Las concentraciones enzimáticas fueron fijadas de forma arbitraria 

(Tabla A-3), de acuerdo a Weaver et al., 2015, excepto para las enzimas BTS1, CrtYB y 

CrtI para las cuales se empleó los antecedentes de Martinez-Moya et al., 2015 y para las 

enzimas ERG9, ERG1, ERG7, ERG11, ERG24, ERG25, ERG26, ERG6, ERG2, ERG5 

y ERG4 para las cuales se empleó los datos de Currie et al., 2014. La concentración 

inicial de los metabolitos del modelo fue fijada basándose en una extensa revisión 

bibliográfica y en nuestros resultados experimentales (Tabla A-4). La concentración de 

acetil-CoA se fijó en 0.5 µM (constante), de acuerdo al promedio de los datos 

experimentales de LC-MS durante el periodo considerado en el modelo.      

 

http://www.brenda-enzymes.info/
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El método de Jaqaman & Danuser (2006) se utilizó para el análisis de sensibilidad del 

modelo y la determinación de los parámetros más sensibles para la producción de 

GGPP, ȕ-caroteno, ȕ-ionona, escualeno y ergosterol. De esta forma, seleccionamos 18 

parámetros cinéticos del sistema biológico no reportados en la literatura para la 

estimación. A continuación, empleamos el toolbox SSm GO para optimización global en 

MATLAB (http://www.iim.csic.es/~gingproc/ssmGO.html) para calibrar el modelo. El 

método de optimización global utilizado fue el algoritmo de búsqueda dispersa eSS 

descrito en Egea et al. (2009; 2010), que es una versión mejorada del método SSm (Egea 

et al., 2006). SSm (Scatter Search for MATLAB) es un algoritmo de optimización global 

metaheurístico para problemas de programación no lineal que ha sido empleado 

exitosamente en el área de bioprocesos (Balsa-Canto et al., 2007; Sacher et al., 2011; 

Sriram et al., 2012); entrega una solución cercana al óptimo global, utilizando métodos 

de diversificación e intensificación y un conjunto de referencia de soluciones de alta 

calidad (Egea et al., 2006). El algoritmo eSS, por su parte, utiliza parametrización del 

vector de control (CVP) y está orientado a problemas con ruido y discontinuidades 

(Egea et al., 2009). 

 

Los parámetros fueron estimados por minimización de la suma de los errores cuadráticos 

entre los resultados de simulación y los datos experimentales. Cada uno de los términos 

de error de la ecuación fue dividido por el máximo valor experimental. Así, la siguiente 

función de mínimos cuadrados fue minimizada: 

 ��� ∑ ∑ (�௜,௝௠௢ௗ௘௟௢ − �௜,௝௘௫௣�௜௠�௫ ௘௫௣ )ଶ௡�
௝=ଵ

௠
௜=ଵ  

 
Donde Xi,j corresponde a las j mediciones de la variable i, m es el número de variables 

medidas, ni es el número de mediciones realizadas y �௜௠�௫ ௘௫௣
  es el máximo valor 

experimental para la variable i. 

 

http://www.iim.csic.es/~gingproc/ssmGO.html
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Posteriormente, para validar el modelo se utilizaron herramientas de diagnóstico de post-

regresión, las cuales consideran análisis de sensibilidad, identificabilidad y significancia 

de los parámetros del modelo. Finalmente, se realizó un análisis de control metabólico 

(ACM) con el fin de evaluar el rol de actividades enzimáticas individuales en el control de 

la vía metabólica en estudio. 

 

2.2.3 Cultivos batch en bioreactor 

Los cultivos batch fueron efectuados en un bioreactor bench top de 2,5 L BioFlo IIc 

(New Brunswick Scientific). Esta unidad estaba equipada con un sensor de temperatura 

(Pt100; 20 – 60 °C) y un electrodo de pH Tophit CPS471D (Endress Hauser, Suiza) con 

un rango de medición de pH de 2–12. Ambos parámetros fueron controlados vía control 

PID para mantenerlos dentro de los valores deseados. Además, incluía entradas para 

líquidos, tales como soluciones de control de pH y antiespumante, puerto de entrada y 

salida para la corriente de aire, y válvula para la toma de muestras. Las entradas de las 

soluciones ácida y básica para el control de pH y de antiespumante se conectaron con 

mangueras flexibles de 2,4 mm de diámetro (Masterflex Norprene; Cole-Parmer, Vernon 

Hills, USA) y el flujo de entrada de los líquidos fue realizado a través de bombas 

peristálticas 210U y 102FD/R (Watson Marlow, USA).  El sistema de agitación 

consistió en dos turbinas Rushton conectadas a un eje de rotación ajustado al volumen 

de reacción (V = 1,5 L). Además, se insertó una placa deflectora dentro del reactor. El 

flujo de entrada de aire fue controlado mediante un medidor de flujo másico (FMA-

A2407-SS; OMEGA Engineering Inc., Stamford, USA) y esterilizado por filtración, 

previo a la entrada al reactor, mediante un filtro profundo de 0,β μm (Midisart 2000 

PTFE; Sartorius AG, Göttingen, Alemania).  

 

El pre-cultivo fue preparado en 3 mL de medio SCD sin uracilo e inoculado con una 

alícuota de levadura almacenada a -80 °C. Luego, 50 mL de medio contenidos en 

matraces de 250 mL fueron inoculados con una alícuota del pre-cultivo a una densidad 

óptica inicial a 600 nm (DO600) de 0,1. Luego de una noche de crecimiento a 30 °C y 
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180 rpm de agitación en un incubador de agitación horizontal, el fermentador con 1450 

mL de medio SCD sin uracilo fue inoculado con 50 mL del cultivo crecido en matraces 

a una DO600 inicial de 0,1. Durante la fermentación, las condiciones de operación fueron 

20 °C, 600 rpm de agitación y un flujo de aire de 1 L/min (Cárcamo et al., 2014). 

Además, el pH fue controlado usando una solución de hidróxido de amonio 20% 

(vol/vol) y una solución de ácido fosfórico 20% (vol/vol) para mantener 

automáticamente el pH en 5,0. Por último, la espuma se controló manualmente 

utilizando silicona 10% (vol/vol), como antiespumante. La fermentación se desarrolló 

durante 72 h y las muestras fueron colectadas cada 4 h para mediciones de metabolitos y 

parámetros cinéticos. Cada experimento fue realizado en duplicado. Glucosa y etanol 

fueron medidos por HPLC como se describe en Sánchez et al., 2014.  

 

2.2.4 Análisis Químico 

2.2.4.1  Carotenoides  

Los carotenoides se extrajeron desde el pellet celular, obtenido a partir de muestras de 

50 mL de caldo muestreados en diferentes momentos del crecimiento de la cepa JLS07 

de S. cerevisiae, basándose en el protocolo descrito por An et al., 1989. El pellet celular 

se lavó con 10 mL de agua destilada, se centrifugó y resuspendió en 1,5 mL de agua 

destilada, luego de lo cual se agregó 0,5 mL de microesferas de vidrio de 0,5 mm de 

diámetro y se agitó en moledor de células (mini bead beater-16, Bio Spec Products, 

Bartlesville, OK, USA) por 1 min. Para extraer los pigmentos, se agregó 1 mL de 

acetona y 18 μL de una solución 0,1 g/L de apo-ȕ-carotenal (Sigma-Aldrich), empleado 

como estándar interno. Se agitó nuevamente en el moledor de células por 1 min y se 

centrifugó por 5 min a 6.000 rpm para recuperar la fase superior en otro tubo. Este 

procedimiento se repitió hasta que los restos celulares quedaron de color blanco. A 

continuación, se midió el volumen recuperado de acetona y se agregó la quinta parte de 

éter de petróleo. La mezcla se agitó en Vortex (VX100; Labnet international Inc., 

Woodbridge, USA) durante 5 min, se separaron las fases por centrifugación a 6.000 rpm 

y 4 °C por 5 min y se recuperó la fase superior con los pigmentos. Luego de repetir el 
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proceso de extracción con éter de petróleo, se agregó 1 mL de agua al tubo acetona-éter 

de petróleo, se agitó en Vortex durante 5 min, se separaron las fases por centrifugación a 

6.000 rpm por 5 min y se recuperó la fase superior (éter de petróleo) con los pigmentos. 

La solución recuperada se evaporó y el extracto se utilizó para la medición del contenido 

de carotenoides por HPLC, en duplicado. 

 

Los compuestos fueron analizados en un HPLC Merck Hitachi (LaChrom®), compuesto 

por una bomba cuaternaria modelo L-7100, un desgasificador modelo L7612, un auto-

muestreador modelo L-7250 y un horno modelo L-7350 (Merck KGaA, Darmstadt, 

Alemania). Previo al análisis, las muestras fueron suspendidas en 600 μL de acetona y se 

preparó una curva de calibración estándar con concentraciones conocidas de ȕ- caroteno 

(0,2 - 15 mg/L). A continuación, 30 μL de solución fueron inyectados en una columna 

Lichrospher RP18 100 (125 x 4 mm; Merk), con una solución de 

acetonitrilo:metanol:isopropanol (85:10:5, vol/vol) como eluyente, a un flujo de 1 

mL/min a 40 °C y en condiciones isocráticas. A la salida de la columna, los carotenoides 

fueron detectados con un detector de arreglo de diodos UV/VIS (Merck-Hitachi 

LaChrom L-7450A). Finalmente, cada metabolito fue cuantificado utilizando el software 

D7000 Multi HSM Manager (Merck-Hitachi), normalizando cada área en el 

cromatograma por el área correspondiente del estándar interno y usando una curva de 

calibración con los estándares de HPLC.  

 

2.2.4.2 Esteroles  

La extracción de esteroles intracelulares se realizó a partir del pellet celular obtenido de 

muestras de 10 mL de cultivo tomadas en distintos tiempos de crecimiento de la cepa S. 

cerevisiae  JLS07, según los protocolos de Shang et al., 2006, y Cheng et al., 2010. En 

resumen, al pellet celular se le añadió 16 mL de una solución de etanol 60% (vol/vol) 

conteniendo 4 g de KOH y 8 μL de una solución de colesterol a una concentración de 1 

g/L (usado como estándar interno; Sigma-Aldrich). Luego de mezclarse, se dejó a 80 ± 2 

°C en baño María durante 2 h. Los esteroles no saponificables fueron extraídos con 10 
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mL de éter de petróleo. La solución recuperada se evaporó mediante corriente de 

nitrógeno y el extracto se utilizó para la cuantificación de esteroles por HPLC, en 

duplicado.  

 

El análisis de HPLC fue realizado en el equipo Merck/Hitachi (Merck KGaA, 

Darmstadt, Alemania) descrito anteriormente. Para la medición, las muestras fueron 

suspendidas en 400 μL de acetona y se preparó una curva de calibración con 

concentraciones conocidas de escualeno, epoxi-escualeno y ergosterol. A continuación, 

γ0 μL de cada solución fueron inyectados para su análisis. Los compuestos de interés se 

separaron en una columna Lichrospher RP18 100 (125 x 4 mm; Merk), eluída con una 

solución de metanol: agua (97:3, vol/vol), con un flujo de 1 mL/min a 40 °C, en 

condiciones isocráticas. Un detector con arreglo de diodos UV/VIS (Merck-Hitachi 

LaChrome L-7450A) fue empleado para detectar los esteroles. Finalmente, cada 

metabolito fue cuantificado utilizando el software D7000 Multi HSM Manager (Merck-

Hitachi) normalizando cada área en el cromatograma por el área correspondiente del 

estándar interno y usando una curva de calibración con los estándares de HPLC en un 

rango de (0,2 - 100 mg/L). 

 

2.2.4.3  β-ionona 

Para el análisis de β-ionona, una muestra de 5 mL de medio de cultivo fue colectada 

desde el reactor y centrifugada a 6.000 rpm y 4 °C por 5 min. Posteriormente, sólo la 

fase orgánica de la muestra – del dodecano – fue almacenada a -20 °C para su posterior 

medición. Antes del análisis, la fase orgánica fue secada sobre sulfato de sodio anhidro. 

Posteriormente, se añadió a la muestra 10% (vol/vol) de 4-isopropil-3-metilfenol 

(4IP3MP; Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA) como estándar interno para calcular la 

concentración de ȕ-ionona con una curva de calibración en un rango de (0,1 - 50 mg/L).  

 

El análisis de ȕ-ionona fue efectuado por cromatografía de gases (GC) (HP 6890 Series 

GC System, Hewlett Packard, Palo Alto, USA), acoplado a un detector de ionización de 
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llama (FID) mantenido a 250 °C con un flujo de gas H2 a 40 psi y de aire a 45 psi. 

Además, el sistema estaba equipado con un inyector sin división con control EPC (100 

psi EPC S/SL; Agilent Technologies, Santa Clara, EE.UU.) funcionando a 250 °C y 

25,39 psi. El programa del horno fue el siguiente: 80 °C por 1 min; luego, la temperatura 

se aumentó en forma gradual a razón de 10 °C/min hasta 120 °C; y finalmente se 

aumentó 3 °C/min hasta alcanzar 240 °C. Se empleó una columna capilar DB-FFAP (60 

m x 0,β5 mm de diámetro interno; 0,β5 μm de espesor de película; Agilent 

Technologies) bajo un flujo constante de 1,2 mL/min y 45 psi de He como gas portador. 

Además, se obtuvieron los espectros de masas utilizando un cromatógrafo de gases 

HP6890A, conectado a un espectrómetro de masas HP 5975 C en el modo de impacto 

electrónico (EI) en 70 eV. El equipo se controló con el software HP ChemStation GC 

(Agilent Technologies) y los cromatogramas se analizaron con el software MSD 

ChemStation mejorada (Agilent Technologies). Por último, 1 μL de la muestra 

preparada fue inyectado en el equipo GC-FID usando una jeringa de vidrio de 10 μL 

(Hamilton Co., Reno, USA). 

 

2.2.4.4 Metabolitos intermediarios de la vía del Mevalonato  

Luego de colectar una muestra de 5 mL de medio de cultivo desde el reactor, ésta fue 

centrifugada a 10.000 rpm por 5 min a 4 °C y lavada dos veces con 100 mM de 

NH4HCO3 frío, pH 7.8. El pellet fue resuspendido en 1 mL de 2-propanol, 100 mM de 

NH4HCO3 (Henneman et al., 2008). 

 

A cada homogeneizado, se le adicionó 15 μL de una solución 1 mg/L de timolftaleína 

fosfato como estándar interno y se sonicó en hielo 2 veces por 15 min. Luego, cada 

muestra se agitó en vórtex durante 5 min y a continuación se adicionaron 3 mL de 

acetonitrilo para desproteinización. Las muestras resultantes fueron incubadas en hielo 

por 10 min y luego centrifugadas a 14.000 rpm y 4 °C por 10 min. Finalmente, el 

sobrenadante fue transferido a un tubo de vidrio y secado mediante corriente de 
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nitrógeno a 30 °C. El residuo obtenido fue resuspendido en 500 μL de agua miliQ y 

analizado de forma inmediata o almacenado a -80 °C, hasta su análisis. 

 

La separación, identificación y cuantificación de los isoprenoides fue realizada en un 

sistema UHPLC Dionex modelo Ultimate-3000 que consiste en una bomba cuaternaria, 

un inyector automático con control de temperatura y un compartimiento termorregulado 

para columna (Dionex Corp., Sunnyvale, USA), acoplado a un espectrómetro de masas 

Exactive plus (Thermo Fisher Scientific, San José, CA). El sistema UHPLC es 

controlado por el Software Xcalibur 2.13 (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA). La 

separación cromatográfica fue realizada en una columna Purospher RP18 (150 x 4,6 

mm, 5 μm de tamaño de partícula, Merck). El método utilizado es una modificación de 

Lu et al., 2010 a un flujo de 400 μL/min. La fase móvil A fue agua con bicarbonato de 

amonio (NH4HCO3) 10 mM y 0,05% de trietilamina; y la fase móvil B, acetonitrilo con 

0,1% de trietilamina. El gradiente de operación fue: 0 min, 30% B; 2 min, 60% B; 6 

min, 95% B; 12 min 30% B; 15 min 30% B. Otros parámetros del sistema fueron 

temperatura del inyector automático 4 °C, volumen de inyección β0 μL y temperatura de 

columna de 40 °C. El espectrómetro de masas fue operado en modo negativo, dado que 

trietilamina suprime los iones positivos. La optimización del detector (tuning) fue 

realizada por la infusión directa de estándares de DMAPP (m/z 244,99; Sigma-Aldrich), 

GPP (m/z 313,05; Sigma-Aldrich), FPP (m/z 381,12; Sigma-Aldrich), acetil-CoA (m/z 

808,12; Sigma-Aldrich), MVA (m/z 147,07; Sigma-Aldrich), GGPP (m/z 449,19; 

Sigma-Aldrich), y timolftaleína fosfato (m/z 509,17; Sigma-Aldrich), cada uno a 0,5 

μg/mL. Los parámetros de operación optimizados fueron: flujo de gas envolvente, 48 

(unidades arbitrarias); flujo de gas auxiliar, 11 (unidades arbitrarias); flujo de gas de 

barrido, 2 (unidades arbitrarias); voltaje de pulverización, 3,5 kV; temperatura del 

capilar, 300 °C; voltaje del capilar, -50 V; voltaje del lente tubular, 50 V. 

 



55 

 

 

2.3 Resultados 

2.3.1 Calibración del Modelo 

2.3.1.1  Estimación de Parámetros 

El procedimiento de calibración del modelo fue efectuado de acuerdo a lo indicado en 

Materiales y Métodos. Los valores de los parámetros estimados, con sus unidades de 

medida, límites inferior (LI), superior (LS) y punto inicial de búsqueda para la 

optimización se resumen en la Tabla 2-2. Los LI y LS para Km_ccd1a, Km_erg3b, Km_erg9c, 

Km_erg27a, Km_erg4b, Kd_crtYBa y Kd_erg9b fueron seleccionados de acuerdo a los límites 

teóricos descritos en literatura (Berg et al., 2002); así como los LS de Ks, Yxg y Yxe 

(Badotti et al., 2008; Paalme et al., 1997; Pham et al., 1999). El resto de los LI y LS 

fueron seleccionados para asegurar que el algoritmo tuviera un adecuado espacio de 

búsqueda.    
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        Tabla 2-2.- Resumen de Estimación de Parámetros de S. cerevisiae JLS07. 

Símbolo       Nombre Unidad LI* Valor 

Inicial 

LS** Valor 

Final 

Kcat_erg9 Constante catalítica enzima ERG9 h-1 3,6 1908 3,6*105 1055,4 

Kcat_crtYBb Constante catalítica enzima CrtYB h-1 3,6 3600 3,6*105 3,6 

Kcat_erg1 Constante catalítica enzima ERG1 h-1 3,6 19,8 3,6*105 9,5 

Km_ccd1a Cte. Michaelis-Menten CCD1-ȕ-caroteno µM 10-1 15,2 1*105 7,8 

Km_erg3b Cte. Michaelis-Menten ERG3-NADPH µM 10-1 35,7 1*105 352 

Km_erg9c Cte. Michaelis-Menten ERG9-Pre-Escualeno µM 10-1 7,7 1*105 0,2 

Km_erg27a Cte. Michaelis-Menten ERG27-metil-

zimosterona 

µM 10-1 236 1*105 1 

Km_erg4b Cte. Michaelis-Menten ERG4-Ergostatetraenol µM 10-1 10,8 1*105 418,9 

Kd_crtYBa Constante de disociación CrtYBa- GGPP µM 10-1 20 1*105 64,2 

Kd_erg9b Constante de disociación ERG9- NADPH µM 10-1 1000 1*105 3,7 

Erg27 Concentración Enzima ERG27 µM 10-4 0,03 1 0,0047 

Erg3 Concentración Enzima ERG3 µM 10-4 0,03 1 0,0038 

Ccd1a Concentración Enzima CCD1 t<20 h µM 10-4 0,01 1 0,0094 

Ccd1b Concentración Enzima CCD1 t>20 h µM 10-4 0,18 1 0,0001 

Ks Constante de saturación media g/L 10-2 0,12 0,5 0,0243 

Yxg Rendimiento de biomasa/glucosa g/g 10-2 0,2 0,5 0,0990 

Yxe Rendimiento de biomasa/producto g/g 10-2 0,21 0,7 0,2859 

d Tasa de muerte celular h-1 10-4 2*10-4 0,1 0,0007 

*LI = Límite inferior; ** LS = Límite superior 

 

Los valores iniciales de los parámetros Kcat_erg9, Kcat_crtYBb, Kcat_erg1, Km_ccd1a, Km_erg3b, 

Km_erg9c, Km_erg27a, Km_erg4b, Ks, Yxg y Yxe fueron seleccionados de literatura (Tabla A-1 

y A-5). Por último, el resto de los valores iniciales fueron definidos para lograr una 

simulación factible.  
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2.3.1.2 Cinética de crecimiento de S. cerevisiae JLS07 en bioreactores 

La Figura 2-2 ilustra la evolución de glucosa, etanol e intermediarios (escualeno, 2,3-

epoxi-escualeno, ergosterol y ȕ-caroteno) de la síntesis de ȕ-ionona durante el 

crecimiento de S. cerevisiae JLS07 en bioreactor; el intervalo de confianza 

correspondiente de los datos experimentales (IC: 95%); y la cinética resultante de la 

modelación para cada uno de estos compuestos. Cabe destacar que el modelo reprodujo 

satisfactoriamente la dinámica biológica registrada mediante análisis experimental, 

considerando un intervalo de confianza (IC:95%). 

 

En el caso la de biomasa, ésta cae dentro del intervalo de confianza del 95% de las 

mediciones experimentales (Figura 2-2A). Además, se puede identificar dos plateaux, 

correspondientes a la etapa de agotamiento de glucosa (25-30 h) y de etanol (mayor a 55 

h), respectivamente. El consumo de glucosa presenta una leve desviación fuera del 

intervalo de confianza entre las 24-30 h de fermentación, posiblemente por limitaciones 

experimentales o del modelo (Figura 2-2B). Por su parte, el consumo de etanol comienza 

alrededor de las 30 h de fermentación. El etanol permanece dentro de los límites del 

intervalo de confianza a partir de las 10 h de cultivo (Figura 2-2C).  
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Figura 2-2. Comparación entre predicciones del modelo (línea sólida) y datos experimentales (*) del cultivo batch 

de S. cerevisiae JLS07 crecida en bioreactor de 1,5 L. (A) Biomasa (g/L); (B) Glucosa (g/L). (C) Etanol (g/L); (D) 

Escualeno (μM); (E) 2,3-Epoxi-escualeno (μM); (F) Ergosterol (μM); (G) ȕ-caroteno (μM).  (H) ȕ-ionona (μM). Los 

valores representan el promedio de tres experimentos independientes. Las líneas rojas representan un intervalo de 

confianza de 95% de las mediciones experimentales.  
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El escualeno se acumula a partir de las 20 h de cultivo, y alcanza el estado estacionario 

alrededor de las 50 h (Figura 2-2D).  A su vez, el 2,3-epoxi-escualeno se acumula a 

partir de las 30 h de cultivo y permanece también dentro del intervalo de confianza del 

95% de los datos durante toda la fermentación (Figura 2-2E). Por otro lado, la Figura 2-

2F ilustra la significativa acumulación de ergosterol entre 20-25 h de cultivo - periodo 

en el cual se agota la glucosa – hasta las 30 h de fermentación, tiempo a partir del cual 

disminuye la acumulación de ergosterol. El ergosterol permanece dentro de los límites 

del intervalo de confianza del 95% durante toda la fermentación. 

 

La síntesis de ȕ-caroteno se inicia al momento en que el cultivo presenta carencia en 

glucosa (Figura 2-2G). Por último, la producción de ȕ-ionona comienza luego de 10 h de 

fermentación, pero se acumula principalmente a partir de las 30 h de cultivo, 

concomitantemente con el consumo de etanol (Figura 2-2H).  
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2.3.2 Análisis Pre/Post regresión 

2.3.2.1 Identificabilidad 

Se evaluó si existían problemas de identificabilidad de diferentes combinaciones de 

parámetros estimados, considerando como valor límite un coeficiente de correlación 

Pearson de 0,95 (Figura A-1).  Los parámetros correlacionados se pueden agrupar en 2 

grupos.  Un primer grupo, conformado por los parámetros asociados a la formación de 

ȕ-ionona (Km_ccd1a y CCD1b); un segundo grupo, que incluye los parámetros 

relacionados con la vía de síntesis de escualeno (Kd_erg9b y Kcat_erg9). 

 

2.3.2.2 Sensibilidad 

El análisis de sensibilidad relativa (Figura 2-3) indica que los parámetros Km_erg27a, y 

Km_erg4b tienen una baja sensibilidad frente a las diferentes variables de estado, pero se 

encuentran dentro del rango aceptable de sensibilidad relativa (> 0,01). Por el contrario, 

los parámetros Km_ erg9c, Kd_crtYBa, Kd_erg9b, y CCD1a no impactan las variables de estado 

del modelo.  

 

2.3.2.3 Significancia 

Finalmente, la mayoría de los parámetros tienen niveles de significancia menores a 2, 

por lo que no son significativamente diferentes de cero. Los parámetros estimados que 

resultaron significativos con un nivel de confianza de 95% fueron Kcat_crtYBb, Ks, Yxg, Yxe 

y d (Tabla A-7). 
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Figura 2-3. Análisis de Sensibilidad Relativa. Para cada parámetro las barras representan el impacto en 

una variable de estado específica. De izquierda a derecha las barras corresponden a biomasa, glucosa, etanol, 

escualeno, 2,3-epoxi-escualeno, ergosterol, ȕ-caroteno y ȕ-ionona 
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2.3.3 Identificación de etapas limitantes en la biosíntesis de β-

ionona 

Los resultados de simulación de la cepa JLS07 de S. cerevisiae indican que ciertos 

metabolitos se acumulan durante la fermentación: vía del mevalonato (HMG-CoA, IPP y 

DMAPP), biosíntesis de esteroles (pre-escualeno, escualeno, 2,3-epoxiescualeno, 4 -

formil-4-metil-zimosterol, 3-ceto-4α-metil-zimosterol, 5α- colesta- 8,24-dien-3ȕ-ona, 
episterol y ergosterol) y biosíntesis de ȕ-ionona (GGPP, licopeno, ȕ-caroteno y ȕ-

ionona).  

 

De lo anterior, se desprende que ciertos pasos enzimáticos de las rutas biosintéticas 

descritas podrían corresponder a etapas limitantes en la producción de ȕ-ionona en esta 

factoría celular, e.g.: HMGR, ERG20, ERG9, ERG1, ERG7, ERG25, ERG27, ERG3, 

CrtYB y CCD1 (Figura 2-4). Cabe destacar que la enzima ERG20 cataliza dos 

reacciones consecutivas en la vía del mevalonato, la formación de GPP y FPP; sin 

embargo, los resultados indican que sólo la primera reacción – la actividad GGP sintasa, 

identificada como ERG20a en el modelo – es una etapa limitante de la vía. Asimismo, 

los resultados reportados de las enzimas ERG25 y ERG27, que catalizan varias 

reacciones de la biosíntesis de ergosterol, indican que sólo las reacciones de formación 

de 4α-carboxi-4ȕ-metil-zimosterol y 4α-metil-zimosterol corresponderían a etapas 

limitantes de esta vía. En el caso de la enzima bifuncional CrtYB (fitoeno sintasa/ 

licopeno ciclasa), la cual cataliza la formación de fitoeno y ȕ-caroteno, ambas reacciones  

fueron detectadas como posibles etapas limitantes de la vía de biosíntesis de ȕ-ionona. 
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Figura 2-4. Identificación de etapas limitantes en la Vía del Mevalonato, biosíntesis de β-ionona y 

esteroles de S. cerevisiae JLS07. En color rojo se muestran los genes que codifican las enzimas de las 

etapas limitantes de las rutas enzimáticas descritas.  
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A continuación, se realizó un análisis de control metabólico (ACM) con el fin de evaluar 

el rol de actividades enzimáticas individuales en el control de la vía de biosíntesis de ȕ-

ionona. La Tabla 2-3 presenta los coeficientes de control de flujo (CCF) para la síntesis 

de ȕ-ionona y ergosterol, y los coeficientes de control de concentración (CCC) para la 

síntesis de los intermediarios de las vías metabólicas ȕ-caroteno y escualeno. Este 

análisis indicó que las enzimas que controlan mayoritariamente la vía de biosíntesis de 

ȕ-ionona corresponden a CrtYB, CCD1, ERG9, ERG1 y ERG3. Cabe destacar que los 

cambios más relevantes observados fueron la modulación de las concentraciones de ȕ-

caroteno, ȕ-ionona, escualeno y ergosterol, debido a cambios en los niveles de las 

enzimas CCD1, CrtYB y ERG9, respectivamente.  

 

En efecto, los cambios en la concentración de la enzima dioxigenasa de clivaje de 

carotenoides (CCD1) afectan significativamente la concentración de ȕ-caroteno (CCC=-

0,96) y, en menor medida, el flujo de síntesis de ȕ-ionona (CCF=0,23). Asimismo, la 

concentración de la enzima bifuncional fitoeno sintasa/licopeno ciclasa (CrtYB) controla 

mayoritariamente la concentración de ȕ-caroteno (CCC=0,93) y el flujo de síntesis de ȕ-

ionona (CCF=0,79). En relación a lo último, cabe destacar que este resultado se debe 

principalmente a la actividad enzimática licopeno ciclasa de CrtYB, que cataliza la 

formación de ȕ-caroteno, siendo insignificante en el caso de la actividad fitoeno sintasa 

de la misma enzima. 

 

Por su parte, la concentración de la enzima escualeno sintasa (ERG9) controla 

mayoritariamente la concentración de escualeno (CCC=0,97). Sin embargo, este análisis 

reveló que otras enzimas también participan en el control de la concentración de 

escualeno, tales como ERG1 (CCC=-0,57), ERG25 (CCC=-0,15) y ERG3 (CCC=-0,33). 

 

Finalmente, cabe destacar que los cambios en la concentración de la enzima C5 esterol 

desaturasa (ERG3) afectan significativamente el flujo de síntesis de ergosterol 

(CCF=0,58). Asimismo, pero en menor medida, las enzimas ERG27 (CCF=0,25) y 

ERG25 (CCF=0,12) controlan el flujo de la vía de síntesis de esteroles. 
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Tabla 2-3.- Análisis de Control Metabólico. Control de la síntesis de ȕ-ionona, ȕ-

caroteno, escualeno y ergosterol en S. cerevisiae JLS07. 

Enzima       �����−�࢔࢕࢔࢕�
�࢕࢘�࢚࢙࢕�࢘����� 

࢕࢔�࢚࢕࢘��−���� 
 ࢕࢔���࢛�࢙���� 

ERG10 <0,01 <0,01 <0,01 0,03 
ERG13 <0,01 <0,01 <0,01 <-0,01 
HMGR <0,01 <0,01 <0,01 <-0,01 
ERG12 <0,01 <0,01 <0,01 <-0,01 
ERG8 <0,01 <0,01 <0,01 <-0,01 
MVD1 <0,01 <0,01 <0,01 <-0,01 
IDI1 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 
ERG20 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 
BTS1 <0,01 <0,01 <0,01 <-0,01 
CrtYB 0,79 <-0,01 0,93 <0,01 
CrtI <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 
CCD1 0,23 <0,01 -0,96 <0,01 

ERG9 <0,01 <0,01 <0,01 0,97 
ERG1 <0,01 0,05 <0,01 -0,57 
ERG7 <0,01 <0,01 <0,01 <-0,01 
ERG11 <0,01 <0,01 <0,01 <-0,01 
ERG24 <0,01 <0,01 <0,01 -0,05 
ERG25 <0,01 0,12 <0,01 -0,15 
ERG26 <0,01 <0,01 <0,01 <-0,01 
ERG27 <0,01 0,25 <0,01 <0,01 
ERG6 <0,01 <0,01 <0,01 <-0,01 
ERG2 <0,01 <0,01 <0,01 <-0,01 
ERG3 <0,01 0,58 <0,01 -0,33 
ERG5 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 
ERG4 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 �����−�࢔࢕࢔࢕�, coeficiente de control de la enzima Ei sobre la síntesis de ȕ-ionona; �����࢕࢘�࢚࢙࢕�࢘�, coeficiente de control de la enzima Ei sobre la síntesis de ergosterol; ����−��࢕࢔�࢚࢕࢘, coeficiente de control de la enzima Ei sobre la concentración de ȕ-caroteno;  ����࢕࢔���࢛�࢙, coeficiente de control de la enzima Ei sobre la concentración de escualeno. 

Una enzima con control de flujo negativo indica que está ubicada en una ramificación, 

desviando el flujo principal; una enzima con control de concentración negativo indica 

que el aumento en su actividad disminuye la concentración del metabolito. 
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Posteriormente, analizamos el impacto de la variación de los parámetros cinéticos de las 

enzimas del modelo en la concentración de isoprenoides de la vía de biosíntesis de ȕ-

ionona. Los parámetros enzimáticos que poseen mayor control sobre la biosíntesis de ȕ-

ionona son la constante catalítica de la actividad enzimática licopeno ciclasa de CrtYB 

(Kcat_crtYBb) y la constante de Michaelis-Menten de la enzima CCD1 para ȕ-caroteno 

(Km_ccd1a). Específicamente, la variación del parámetro Kcat_crtYBb afecta principalmente 

la concentración de ȕ-caroteno (CCC=0,92) y ȕ-ionona (CCC=0,94). Asimismo, la 

variación de la constante cinética Km_ccd1a afecta la concentración de ȕ-caroteno 

(CCC=0,66) y ȕ-ionona (CCC=-0,49). 

 

Los resultados obtenidos mediante el análisis de control metabólico nos permiten 

proponer que para incrementar la concentración de ȕ-ionona se debería modificar los 

niveles de CrtYB, CCD1 y ERG9, enzimas responsables de controlar el flujo de esta vía. 

Asimismo, se propone modificar los parámetros cinéticos Kcat_crtYBb y Km_ccd1a con el fin 

de incrementar la velocidad de síntesis de ȕ-ionona, así como su concentración final.  De 

esta forma, la Figura 2-5 ilustra el potencial efecto de estas modificaciones en la vía de 

biosíntesis de β-ionona, en específico, se simularon los perfiles de isoprenoides de esta 

vía al incrementar o disminuir en un 50% los niveles de CrtYB, CCD1, ERG9, Kcat_crtYBb 

o Km_ccd1a en el modelo. Estas modificaciones de los parámetros de modelación 

predijeron cambios relativamente menores del rendimiento total de la vía (<14%), pero a 

su vez permitieron confirmar correlaciones importantes de actividades enzimáticas 

específicas con la composición de isoprenoides en esta vía. En efecto, los resultados 

indican que la concentración y los parámetros cinéticos de las enzimas CrtYB y CCD1 

son relevantes en la modulación de la concentración de β-caroteno y ȕ-ionona. 

Asimismo, la concentración de la enzima ERG9 modularía la concentración de 

escualeno. De acuerdo a las simulaciones, en conjunto estas modificaciones (CrtYBb, 

CCD1 y Kcat_crtYBb se incrementaron en un 50%, y ERG9 y Km_ccd1a se redujeron en un 

50%) están asociadas a cambios en las concentraciones de escualeno (-53%), β-caroteno 

(-29%), y β-ionona (+172%), y no afectan la concentración final de ergosterol 

producido. 
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Figura 2-5. Análisis de Perturbación de la biosíntesis de β-ionona en S. cerevisiae. Los siguientes 

colores fueron empleados para indicar los perfiles de isoprenoides: escualeno, amarillo; ergosterol, azul; ȕ-

caroteno, verde; ȕ-ionona, rojo. (A – C) El impacto de cambios en la abundancia de proteínas claves (±50% 

respecto al valor basal) es indicado por líneas segmentadas para la enzima licopeno ciclasa/ fitoeno sintasa 

(A), dioxigenasa de clivaje de carotenoides (B) y escualeno sintasa (C). (D-E) El potencial impacto de la 

variación de las constantes catalíticas más relevantes (±50% respecto al valor basal) es indicado por líneas 

segmentadas para la constante catalítica de la enzima licopeno ciclasa/ fitoeno sintasa (D) y la constante de 

Michaelis-Menten de la dioxigenasa de clivaje de carotenoides (E). F, Simulación de los potenciales efectos 

de diferentes modificaciones en S. cerevisiae (+50% CrtYBb, CCD1 y Kcat_crtYBb, y -50% ERG9 y Km_ccd1a). 

Los gráficos de barra a la derecha de cada panel indican la concentración de escualeno, ergosterol, β-

caroteno y β-ionona después de 80 h de fermentación batch. N, concentración de isoprenoides bajo 

condiciones control.  
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2.4 Discusión 

2.4.1 Simulaciones 

La dinámica de crecimiento de la cepa JLS07 en cultivo batch aeróbico confirma los 

resultados de López et al., 2015 (Figura 2-2). Luego de una fase inicial de crecimiento 

asociada al consumo de glucosa, ocurre una fase de consumo del etanol producido como 

consecuencia del efecto Crabtree en S. cerevisiae. Además, este trabajo presentó la 

dinámica de producción de β-caroteno, β-ionona, escualeno, 2,3-epoxi-escualeno y 

ergosterol; lo que da cuenta de la preponderancia de la formación de esteroles por sobre 

carotenoides en esta factoría celular. Asimismo, la acumulación de β-caroteno en la fase 

estacionaria de crecimiento indica que la actividad enzimática de CCD1 que cataliza la 

formación de β-ionona podría ser deficiente. En conjunto, estos antecedentes confirman 

las posibilidades de optimizar el nivel de producción de β-ionona mediante el desarrollo 

de estrategias de ingeniería genética. 

 

Finalmente, cabe destacar que en la mayoría de los experimentos, los ajustes realizados 

por el modelo matemático concuerdan bien con los datos experimentales, ya que las 

cinéticas del modelo se encuentran la mayoría del tiempo dentro de los intervalos de 

confianza (IC:95%) de las mediciones (Gelmi et al., 2002).  

 

2.4.2 Análisis Pre/Post regresión 

El análisis de identificabilidad permitió detectar problemas de identificabilidad en los 

parámetros asociados a la formación de ȕ-ionona, Km_ccd1a y CCD1b. A partir de ello se 

infiere que sólo se requiere emplear uno de ellos para la calibración. En consecuencia, 

convendría recopilar información experimental de la enzima CCD1 en la cepa JLS07 de 

S. cerevisiae. Por otro lado, los parámetros relacionados con la formación de escualeno 

que presentaron problemas de identificabilidad fueron Kcat_erg9 y Kd_erg9b. En este caso 

sería útil obtener información experimental de la enzima ERG9, pues no se encuentran 

antecedentes disponibles en literatura para fijar a priori estos parámetros.  
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Por su parte, el análisis de sensibilidad reveló que los parámetros más importantes para 

la biosíntesis de ȕ-ionona fueron las constantes enzimáticas Kcat_crtYBb y Km_ccd1a y la 

concentración enzimática de CCD1. Estos parámetros afectaron principalmente la 

simulación de los perfiles de ȕ-caroteno y ȕ-ionona.  Por otro lado, el parámetro Kd_erg9b, 

mostró ser insensible para la mayoría de las variables de estado, y dado que está 

correlacionado con Kcat_erg9, sólo este último debería preferirse para los estudios de 

calibración posteriores. Por su parte, los parámetros Kd_crtYBa y CCD1a también 

resultaron prácticamente insensibles a la mayoría de las variables de estado, por lo que 

se recomienda para la recalibración del modelo fijar estos parámetros de acuerdo a la 

literatura o ensayos experimentales.  

 

Las pruebas de significancia dependen del número de parámetros estimados, a diferencia 

de los análisis de identificabilidad y sensibilidad. Por lo que es razonable encontrar 

problemas de significancia en modelos de gran envergadura. Es así como el análisis de 

significancia reveló varios problemas de esta índole en el modelo cinético construido.  

Sin embargo, después de fijar un grupo de parámetros del modelo, usando otros criterios 

como sensibilidad e identificabilidad, se debería lograr reducir los problemas de 

significancia obteniendo un modelo sin inconsistencias paramétricas. Otra alternativa 

para mejorar la identificabilidad del modelo es incluir en próximos estudios las 

relaciones de Haldane, que permiten incorporar restricciones termodinámicas para dar 

lugar a cinéticas reales. En específico, la relación de Haldane establece que los 

parámetros cinéticos (velocidad máxima y constante de Michaelis Menten) de una 

enzima, vienen constreñidos por el valor de la constante de equilibrio, Keq, de la 

reacción catalizada (Cleland, 1982). Esta información se puede obtener de varias 

fuentes, como, por ejemplo: http://equilibrator.weizmann.ac.il/.  

 

http://equilibrator.weizmann.ac.il/
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2.4.3 Identificación de etapas limitantes en la biosíntesis de β-

ionona 

El modelo cinético desarrollado consiste en tres módulos, los cuales describen la vía del 

mevalonato (MVA), biosíntesis de esteroles y β-ionona, respectivamente. A partir del 

análisis de los resultados del modelo fueron predichas varias posibles etapas limitantes 

en la biosíntesis de ȕ-ionona.  

 

En primer lugar, diversos estudios han demostrado que la vía del MVA se encuentra 

fuertemente regulada, siendo su principal punto de regulación la enzima 3-hidroxi-3-

metilglutaril-CoA reductasa (HMGR), la que está regulada a nivel transcripcional, post-

traduccional y de su degradación (Miziorko, 2011). Sin embargo, es preciso señalar que 

la cepa JLS07 de S. cerevisiae presenta una versión truncada del gen HMGR (tHMG1) 

que codifica una forma soluble citosólica de la proteína eliminando la regulación 

negativa endógena en esta factoría celular (Scalcinati et al., 2012); pese a lo anterior, las 

predicciones del modelo detectan un “cuello de botella” en este punto, debido a la 

acumulación de HMG-CoA. Esto resulta interesante dado que diferentes trabajos han 

concluido que la enzima HMGR, efectivamente, cataliza la reacción limitante en la vía 

del MVA que corresponde a la conversión de HMG-CoA a MVA mediante dos 

reacciones de reducción (Parks & Casey, 1995).  

 

Por otro lado, los análisis también detectaron la acumulación de IPP y DMAPP en esta 

factoría celular, indicando que la enzima geranil pirofosfato sintasa (ERG20) que 

cataliza la formación de GPP, también actuaría como etapa limitante en la vía del MVA. 

Este resultado es interesante porque el gen ERG20 fue sobreexpresado en la cepa JLS07 

con el fin de incrementar la síntesis de FPP (Scalcinati et al., 2012); sin embargo, los 

resultados de simulación aún predicen un “cuello de botella” en este punto. Al respecto, 

cabe mencionar el trabajo de Zhao et al. (2016), donde se evaluó el potencial de 

diferentes GPP sintasas para incrementar la producción de geraniol en S. cerevisiae, 

monoterpeno sintetizado a partir de GPP. Este trabajo mostró que la sobreexpresión del 
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gen ERG20 endógeno logró incrementar significativamente la producción de geraniol, 

siendo aún mejor el rendimiento al sobreexpresar en forma conjunta otros genes de la 

vía del mevalonato, como HMGR e IDI1. Además, varios estudios han demostrado que 

la expresión de variantes de ERG20 que tiene mayor actividad GPP sintasa incrementan 

los títulos alcanzados de diferentes monoterpenos (Fischer et al., 2011; Ignea et al., 

2014; Liu et al., 2013). Sin embargo, el efecto de la regulación de la concentración de 

GPP aún no se ha investigado extensamente en S. cerevisiae. En conjunto, estas 

observaciones sugieren que las enzimas HMGR y ERG20 corresponden a etapas 

limitantes de la vía del mevalonato, por lo que estarían restringiendo la formación de ȕ-

ionona en la cepa JLS07 de S. cerevisiae. 

 

Por su parte, los resultados de simulación también revelaron la acumulación de pre-

escualeno, indicando que la enzima escualeno sintasa (ERG9) que cataliza la formación 

de escualeno a partir de FPP, actuaría como etapa limitante en la biosíntesis de esteroles 

en la cepa JLS07 de S. cerevisiae. Cabe destacar que esta cepa presenta regulación 

negativa del gen ERG9 para la sobreproducción de FPP (Scalcinati et al., 2012), por 

ende la acumulación de pre-escualeno da cuenta de la reducción de la velocidad de 

reacción en el segundo paso enzimático catalizado por ERG9, i.e. la transformación de 

pre-escualeno en escualeno mediante la oxidación de NADPH en NADP. 

 

Los análisis también permitieron demostrar la acumulación de escualeno en esta factoría 

celular, indicando que la enzima escualeno monooxigenasa (ERG1) que cataliza la 

formación de 2,3-epoxiescualeno, también actuaría como etapa limitante en la 

biosíntesis de esteroles en la cepa JLS07 de S. cerevisiae. De forma similar, Veen et al., 

2003, reportaron que la sobreexpresión del gen ERG1 en S. cerevisiae induce una 

disminución significativa de la concentración de escualeno, su sustrato directo, así como 

un incremento sustancial de lanosterol, y un aumento limitado en los esteroles, río abajo. 

Esto sugiere que es este paso enzimático el que limita la transformación de escualeno en 

otros esteroles de la vía. En conjunto, estos antecedentes sugieren que las enzimas ERG9 

y ERG1 corresponden efectivamente a etapas limitantes de la biosíntesis de esteroles en 
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levaduras, por lo que el control de estas actividades enzimáticas favorecería la 

biosíntesis de ȕ-ionona en la cepa JLS07 de S. cerevisiae. 

 

Asimismo, los resultados de simulación revelaron una leve acumulación de varios 

intermediarios de la vía de biosíntesis de esteroles en S. cerevisiae, entre ellos: 2,3-

epoxiescualeno, 4 -formil-4-metil-zimosterol, 3-ceto-4α-metil-zimosterol, 5α- 

colesta- 8,24-dien-3ȕ-ona y episterol. Por lo tanto, otros posibles pasos enzimáticos 

limitantes de esta vía son ERG7, ERG25, ERG27 y ERG3. Pese a que estos pasos 

enzimáticos no han sido descritos previamente como etapas limitantes, cabe destacar que 

varios autores han mostrado que estas enzimas corresponden a importantes puntos de 

regulación de la vía de biosíntesis de ergosterol en levaduras (Arthington-Skaggs et al., 

1996; Blosser et al., 2014; Darnet et al., 2001; Layer et al., 2013).  

 

Por último, las simulaciones permitieron identificar acumulación de licopeno y ȕ-

caroteno en esta factoría celular, sugiriendo que los pasos enzimáticos catalizados por 

CrtYB y CCD1 son etapas limitantes de la biosíntesis de ȕ-ionona. De forma similar a 

estos resultados, el trabajo de López et al. (2015) mostró que el incremento de la 

expresión génica de CCD1 y crtYB en la cepa JLS07 de S. cerevisiae, logró un 

significativo aumento en el contenido de carotenoides totales y ȕ-ionona en esta factoría 

celular, a diferencia de lo ocurrido con la co-expresión de los genes crtYB y crtI que 

tuvieron un efecto más leve en la biosíntesis de ȕ-ionona. En conjunto, estos 

antecedentes indican que las enzimas CrtYB y CCD1 corresponden efectivamente a 

etapas limitantes de la biosíntesis de ȕ-ionona en la cepa JLS07 de S. cerevisiae. 

 

Es por esto que, para evaluar los potenciales efectos de la variación de la concentración 

enzimática en los perfiles de metabolitos, se realizó un análisis de control metabólico en 

el modelo. Este análisis indicó que las enzimas CrtYB, CCD1, ERG9, ERG1 y ERG3 

poseen un control significativo sobre la composición de isoprenoides en la vía de 

biosíntesis de ȕ-ionona. A continuación, se realizó un análisis de perturbación para 

evaluar el rol de actividades enzimáticas individuales en la composición de isoprenoides 
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de la vía de biosíntesis de β-ionona. En específico, los cambios más relevantes en 

relación al rendimiento de ȕ-caroteno, ȕ-ionona, escualeno y ergosterol se observaron al 

modificar la concentración de las enzimas CrtYB, CCD1 y ERG9, respectivamente. 

Además, se observaron cambios significativos en los perfiles de ȕ-caroteno y ȕ-ionona 

debido a cambios en las constantes enzimáticas Kcat_crtYBb y Km_ccd1a.  

 

En primer lugar, este análisis mostró la importancia de la enzima bifuncional CrtYB en 

la síntesis de ȕ-ionona. En específico, se observa que el incremento de la actividad 

enzimática licopeno ciclasa de la enzima CrtYB aumenta drásticamente la concentración 

de ȕ-caroteno, y al mismo tiempo la de ȕ-ionona. Estos resultados se condicen con el 

trabajo realizado por López et al. (2015), donde el aumento del nivel de expresión 

génica de crtYB en la cepa JLS07 de S. cerevisiae promovió un significativo incremento 

en el contenido de carotenoides totales y ȕ-ionona en relación a la cepa parental, a 

diferencia del incremento en la expresión del gen carotenogénico crtI que incluso 

disminuyó la producción de estos compuestos. Por otro lado, los resultados de 

simulación indican que otro factor clave para la síntesis de ȕ-ionona es la constante 

catalítica de la enzima CrtYB. De lo anterior se deduce que el incremento en la 

eficiencia de la actividad enzimática de CrtYB mediante ingeniería de proteínas 

permitiría optimizar la síntesis de ȕ-ionona reduciendo la concentración final de sus 

precursores. 

 

En relación a los datos experimentales, la acumulación de ȕ-caroteno en la cepa JLS07 

de S. cerevisiae sugiere que el gen PhCCD1 podría estar siendo expresado de forma 

subóptima o que la enzima presenta una baja eficiencia catalítica. Este fenómeno se 

refleja en los resultados del análisis de control metabólico, que muestran que CCD1 

afecta significativamente la concentración de ȕ-caroteno y el flujo de síntesis de ȕ-

ionona. En específico, este análisis reveló que el incremento del nivel de la enzima 

CCD1 disminuye drásticamente la concentración de ȕ-caroteno, aumentando la 

concentración de ȕ-ionona. Este razonamiento se apoya en un estudio previo de cepas 

productoras de ȕ-ionona de S. cerevisiae en el cual se determinó la existencia de una 
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correlación entre los niveles de expresión génica de CCD1 y el rendimiento de ȕ-ionona 

alcanzado (López et al., 2015). Además, de acuerdo a las simulaciones el efecto positivo 

para la biosíntesis de ȕ-ionona del nivel de CCD1 se produce mayoritariamente en la 

fase estacionaria de crecimiento de la levadura, siendo prácticamente nulo antes de las 

20 h de fermentación, momento donde ocurre el agotamiento del sustrato inicial de la vía 

(glucosa). Es por eso que una posible estrategia para optimizar la producción de ȕ-

ionona podría ser el uso de un promotor inducible de CCD1, que facilitara el crecimiento 

celular y la acumulación de ȕ-caroteno al inicio de la fermentación, antes de la inducción 

de la biosíntesis de ȕ-ionona.  

 

Por otro lado, la baja eficiencia catalítica de la enzima CCD1 podría explicarse por el 

clivaje inespecífico de enlaces dobles de diferentes sustratos. En organismos que 

acumulan carotenoides se ha detectado este fenómeno, por ejemplo, la enzima CCD1 de 

maíz no cliva de forma exclusiva enlaces dobles 9,10 – 9’, 10’ de carotenoides, sino que 

también corta enlaces 5,6 – 5’,6’ (Vogel et al., 2008), lo cual indicaría que CCD1 no 

produciría exclusivamente ȕ-ionona. Una alternativa para mejorar la actividad 

enzimática es la expresión de enzimas CCD1 provenientes de otros organismos o el uso 

de otras enzimas de la misma familia, como CCD4 o CCD7, que también producen ȕ-

ionona a partir de ȕ-caroteno. De hecho, existen antecedentes en la literatura que indican 

que las enzimas CCD4 son más activas que las CCD1 para la producción de ȕ-ionona. 

Por ejemplo, las enzimas de CCD4a y CCD4b de Croccus sativus expresadas en cepas 

de E. coli diseñadas para la acumulación de ȕ-caroteno, fueron hasta 15 veces más 

activas comparadas con las enzimas CCD1 de la misma planta (Rubio et al., 2008). 

 

Asimismo, el análisis de control metabólico reveló la importancia de la constante 

cinética de Michaelis- Menten de la enzima CCD1 por su sustrato ȕ-caroteno en la 

biosíntesis de ȕ-ionona. Por lo que una alternativa para mejorar su actividad enzimática 

sería aumentar la afinidad de unión de la enzima por el sustrato mediante modelación e 

ingeniería de proteínas, modificando el sitio activo de la enzima, la región de unión del 

sustrato y/o el canal de salida de los productos. Otra opción interesante es la 
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construcción de proteínas fusión que reduzcan el acceso de la enzima a otros sustratos, 

en este caso sería conveniente acoplar la actividad enzimática de CrtYB y CCD1, que 

catalizan las últimas reacciones de la vía de síntesis de ȕ-ionona. 

 

Por último, también se detectó que la concentración de la enzima ERG9 afecta 

significativamente la biosíntesis de esteroles, debido al control que ejerce sobre la 

concentración escualeno.  La disminución del nivel de esta enzima reduce drásticamente 

la concentración de escualeno, precursor de la vía de síntesis de ergosterol; por lo que 

permite dirigir el flujo de carbono hacia la síntesis de ȕ-ionona. Este antecedente es 

interesante, pues la cepa JLS07 precisamente presenta el gen ERG9 regulado de forma 

negativa, con la finalidad de favorecer la síntesis de carotenoides por sobre los esteroles 

(Scalcinati et al., 2012). Sin embargo, según las mediciones realizadas la cantidad de 

esteroles totales es varias órdenes de magnitud superior que los carotenoides totales en 

esta factoría celular. Por lo tanto, una alternativa que podría emplearse para favorecer la 

síntesis de ȕ-ionona es reducir el nivel de expresión de ERG9 hasta un punto óptimo que 

no limite la producción de ergosterol, compuesto indispensable para la levadura.  

 

En consecuencia, estas observaciones apoyan la hipótesis de que CrtYB, CCD1 y ERG9 

corresponden a las principales etapas limitantes en la biosíntesis de ȕ-ionona. 
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2.5 Conclusión 

 
En este estudio, construimos un modelo cinético de la vía de biosíntesis de ȕ-ionona en 

S. cerevisiae, que incluye la vía del mevalonato y la vía de síntesis de ergosterol y 

carotenoides. Se realizó la calibración del modelo para estimar los parámetros cinéticos 

más relevantes del sistema biológico. Se obtuvo un buen ajuste entre los módulos 

diseñados y la dinámica biológica registrada mediante análisis experimental. Además, se 

hizo un análisis de pre/post regresión para detectar posibles inconsistencias paramétricas 

a resolver. Finalmente, se realizó un análisis de control metabólico para identificar los 

factores claves para la optimización de la vía de biosíntesis de ȕ-ionona en esta factoría 

celular. 

 

De esta forma, el modelo sugiere la realización de diferentes modificaciones metabólicas 

para optimizar la biosíntesis de ȕ-ionona en la cepa JLS07:  

 

1. Sobreexpresión de genes de la vía: crtYB y CCD1. El aumento de la expresión de 

estos genes mediante la introducción de copias extras podría incrementar la 

producción de ȕ-ionona sin afectar la biomasa. Otra alternativa es la utilización 

de promotores inducibles para CCD1 que promuevan la acumulación de ȕ-

caroteno al inicio de la fermentación, antes de la inducción de la biosíntesis de ȕ-

ionona. 

2. Expresión de CCD4 de C. sativus en vez de PhCCD1, por presentar una mayor 

actividad enzimática para la producción de ȕ-ionona. 

3. Incremento de la afinidad de CCD1 por β-caroteno (disminuir Km_ccd1a) 

mediante ingeniería de proteínas usando diseño racional y evolución dirigida.  

4. Construcción de proteínas fusión entre genes crtYB y CCD1 que promuevan el 

clivaje oxidativo de ȕ-caroteno por CCD1. 

5. Ingeniería de proteínas de CrtYB para aumentar la eficiencia de la actividad 

enzimática de esta enzima (Kcat_crtYBb).  
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6. Reducción de la expresión del gen ERG9. La disminución de ERG9 permitiría 

reducir la formación de escualeno, precursor de la vía de síntesis de ergosterol; 

dirigiendo el flujo de carbono hacia la síntesis de ȕ-ionona. 

 

De esta forma, este modelo permitió establecer las bases para la optimización mediante 

ingeniería genética de la producción de terpenoides de alto valor comercial en esta 

levadura. 
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3. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

Conclusiones 
 
La simulación de vías metabólicas mediante modelos cinéticos se ha empleado para 

estudiar cómo se distribuyen los flujos metabólicos en un sistema biológico a través del 

tiempo. Sin embargo, estos modelos no solamente describen la estructura de las vías 

metabólicas, sino que también ayudan a entender sus mecanismos de control. De esta 

forma, se han convertido en una estrategia promisoria para estudiar el comportamiento 

de los sistemas biológicos y predecir como los flujos metabólicos pueden ser afectados 

por una amplia variedad de condiciones metabólicas. 

 

El principal objetivo de esta tesis fue la construcción de un modelo cinético de la vía de 

biosíntesis de ȕ-ionona en S. cerevisiae JLS07 que permitiera integrar el conocimiento 

disponible de esta factoría celular para optimizar la producción de ȕ-ionona. Cabe 

destacar que una de las principales ventajas del desarrollo de un modelo metabólico 

cinético es la facilidad para realizar análisis experimentales in silico que permiten 

evaluar el potencial efecto de modificaciones en el nivel de enzimas sobre la 

composición y rendimiento de metabolitos de interés. De esta forma, los estudios 

realizados revelaron que CrtYB, CCD1 y ERG9 corresponden a las principales etapas 

limitantes en la biosíntesis de ȕ-ionona en S. cerevisiae JLS07. A partir de lo anterior, se 

propusieron diferentes modificaciones para la optimización de la cepa JLS07, tales 

como: sobreexpresión de genes crtYB y CCD1, ingeniería de proteínas de CrtYB y 

CCD1, modulación de expresión de ERG9, entre otros. Así, las modificaciones genéticas 

propuestas mediante este trabajo de la vía de síntesis de terpenoides proveen una 

alternativa para el diseño de una nueva plataforma para la síntesis de novo de ȕ-ionona, 

que podría alcanzar mejores rendimientos que las estrategias biotecnológicas actuales. 

 

Por otro lado, la principal limitación de los modelos cinéticos radica en la dificultad de 

construir y parametrizar leyes cinéticas para las distintas reacciones. Esto limita la 

aplicación de los modelos cinéticos a redes metabólicas de reducidas dimensiones en las 
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que el número de reacciones es relativamente bajo. Sin embargo, una alternativa es 

utilizar estos modelos cinéticos como módulos que pueden integrarse para formar redes 

metabólicas complejas. Lo que permitiría el modelamiento cinético de nuevos sistemas 

biológicos y el diseño de alternativas para la optimización mediante ingeniería genética 

de vías metabólicas de interés biotecnológico. 

 

Perspectivas 

 

La utilización de modelos cinéticos para estudiar la distribución de flujos metabólicos en 

los sistemas biológicos ha crecido en el último tiempo, sin embargo, la dificultad de 

contar con datos cinéticos para todas las reacciones sigue siendo una limitante para la 

formulación de los modelos. En este trabajo, el diagnóstico de post-regresión detectó 

problemas paramétricos relacionados a la estructura del modelo y la falta de información 

cinética de ciertos pasos catalíticos. En específico, el análisis indicó que es necesario 

estudiar la cinética de las enzimas crtYB, CCD1 y ERG9 de forma experimental con el 

fin de recopilar antecedentes para mejorar la modelación de las vías metabólicas 

involucradas.  

 

Asimismo, a nivel experimental es fundamental la implementación de las estrategias de 

ingeniería genética propuestas para la optimización de la biosíntesis de ȕ-ionona en S. 

cerevisiae JLS07. Dentro de ellas, podemos destacar la modelación e ingeniería de 

proteínas de CCD1 para aumentar la afinidad enzimática por ȕ-caroteno, y CrtYB con el 

fin de incrementar su eficiencia catalítica, ambas ya están en desarrollo a nivel de 

laboratorio. Además, modular los niveles de expresión de crtYB, CCD1 y ERG9, que 

codifican las enzimas claves para la biosíntesis de ȕ-ionona en esta factoría celular. Por 

último, se plantea la posibilidad de expresar diferentes variantes de la familia CCD que 

se ha reportado poseen mayor actividad enzimática, tales como: CCD4 de C. sativus.  

 

Como proyección de este trabajo, se plantea desarrollar un procedimiento de re-

calibración basado en las sugerencias planteadas en el análisis debido a la detección de 
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algunos problemas de sensibilidad, identificabilidad y significancia en el modelo; con el 

fin de mejorar la robustez y capacidad predictiva del mismo. Dentro de las 

modificaciones se propone fijar, de acuerdo a información experimental o literatura, los 

siguientes parámetros: Kd_erg9b, Kd_crtYBa, CCD1a y CCD1b. 

 

Debido a la acotada duración de esta tesis no fue posible recabar más información a 

nivel empírico para validar el modelo con datos experimentales diferentes a los usados 

en la construcción del mismo; por lo que sería relevante en el futuro realizar nuevos 

ensayos que permitieran llevar a cabo un proceso exhaustivo de validación del modelo. 

Además, con el fin de aumentar las aplicaciones a otras condiciones de cultivo de S. 

cerevisiae, el modelo podría también ser calibrado empleando datos de fermentación 

utilizando otras fuentes de carbono y estrategias de alimentación, tales como: una fase 

de crecimiento batch con glucosa, seguida por una fase de alimentación con etanol. 

Finalmente, sería deseable calibrar el modelo con datos derivados de las cepas 

productoras de ȕ-ionona diseñadas a través de este trabajo, con el fin de comprender y 

cuantificar los efectos metabólicos asociados a su producción. 
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APÉNDICE A: MATERIAL SUPLEMENTARIO 

Tabla A-1: Constantes enzimáticas empleadas en los estudios de modelación. 

Enzima Organismo kcat (s-1) Organismo Km (mM) Referencia 
ERG10 Z. ramigera kcat 2,1 Z. ramigera Km-Acetil-CoA 0,33 (Nishimura et al. 

1978) 
Km-acetoacetil-CoA 0,024 (Davis et al., 1987) 

Km-CO2 0,0085 (Nishimura et al., 
1978) 

ERG13 B. juncea kcat 0,415 S. cerevisiae Km-acetoacetil-CoA 0,0004 (Nagegowda et al. 
2004) 

Km- Acetil-CoA 0,018 (Middleton, 1972) 

HMGR R. norvegicus kcat 0,023 H. sapiens Km-HMG-CoA 0,6 (Pak et al., 2007) 

Km-NADPH 0,021 (Gholamhose et al. 
2010) 

ERG12 S. cerevisiae kcat 38 R. novergicus Km-MVA 0,131 (Primak et al., 2011) 

Km-ATP 0,96 (Chu & Li, 2003) 

ERG8 S. cerevisiae kcat 10 S. cerevisiae Km-MVA-P 0,885 (Garcia & Keasling, 
2014) Km-ATP 0,098 

H. sapiens Km-ADP 0,047 (Herdendorf & 
Miziorko, 2007) 
 Km-MVA-PP 0,041 

MVD1 S. cerevisiae kcat 4,9 S. cerevisiae Km-MVA-PP 0,123 (Krepkiy & 
Miziorko, 2004) 

Km-ATP 0,061 

IDI1 S. aureus kcat 0,69 S. cerevisiae Km-IPP 0,043 (Kittleman et al., 
2008) 

M. piperita Km-DMAPP 0,0051 (Street & Poulter, 
1990) 
(Rios-Estepa et al., 
2010) 

ERG20a E. coli kcat 0,21 S. cerevisiae Km-IPP 0,0034 (Ku et al., 2005) 
E. coli Km-DMAPP 0,0293 (Song & Poulter, 

1994) 

ERG20b E. coli kcat 0,47 S. cerevisiae Km-GPP 0,0067 (Ku et al., 2005) 
 

Km-IPP 0,0034 (Song & Poulter, 
1994) 

BTS1 S. cerevisiae kcat 0,530 S. cerevisiae Km-FPP 0,0032 (Lo et al., 2009) 

Km-IPP 0,0008 (LoGrasso et al., 
1993) 

CrtYBa FA kcat 1 S. lycopersicum Km-GGPP 22,855 (Fraser et al., 2000) 
Este estudio 
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Enzima Organismo kcat (s-1) Organismo Km (mM) Referencia 
CrtI FA kcat 1 N. crassa Km-Fitoeno 

 
0,030 (Hausmann & 

Sandmann, 2000) 
Km-O2 
 

0,030 

CrtYBb FA kcat 1 P. haeundaensis Km-Licopeno 
 

0,0035 (Jeong et al., 2013) 

CCD1 FA kcat 1 A. thaliana 
 

Km-ȕ-caroteno 0,0152 (Schwartz et al., 
2004) Km-O2 0,0152 

ERG9a S. cerevisiae kcat 0,53 S. cerevisiae Km-FPP 
 

0,0025 (LoGrasso et al., 
1993) 

ERG9b S. cerevisiae kcat 0,53 S. cerevisiae Km-NADPH 
 

35,773 (LoGrasso et al., 
1993) 
Este estudio 

Km-Pre-escualeno 
 

0,0077 (Beytia et al., 1973) 

ERG1a R. novergicus kcat 0,006 S. cerevisiae Km-O2 0,0043 (Ono & Imai, 1985) 

H. sapiens Km-NADPH 0,0014 (M’Baya & Karst, 
1987) 
(Laden et al., 2000) 

ERG1b R. novergicus kcat 0,006 S. cerevisiae  Km-HPF 0,0135 (Ono & Imai, 1985) 

 Km-Escualeno 0,0135 (Satoh et al.,1993) 

ERG7 R. novergicus kcat 0,001 S. cerevisiae Km-IPP 

 

0,035 (Moore & 
Schatzman, 1992) 
(Balliano et al., 1992) 

ERG11a S. cerevisiae kcat 0,008 S. cerevisiae Km-Lanosterol 0,005 (Kitahama et al., 
2009) 

Km-NADPH 0,0015 (Lamb et al., 2001) 

ERG11b S. cerevisiae kcat 0,008 S. cerevisiae Km-14-α-carboxi-

Alcohol 

0,005 (Kitahama et al., 
2009) 

Km-NADPH 0,0015 (Lamb et al., 2001) 

ERG11c S. cerevisiae kcat 0,008 S. cerevisiae Km-14-α-carboxi-

Aldehido 
0,005 (Kitahama et al., 

2009) 
Km-NADPH 0,0015 (Lamb et al., 2001) 
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Enzima Organismo kcat (s-1) Organismo Km (mM) Referencia 
ERG24 R. novergicus kcat 0,0009 Z. mays Km-4,4-dimetil- 5α-colesta-

8,14,24-trien-3ȕ-ol 
 

0,1 (Paik et al., 1984) 

Km-NADPH 
 

0,023 (Taton et al., 1989) 
 
 

ERG25 S. cerevisiae kcat 0,0014 S. cerevisiae Km-4,4-dimetil- 5α-colesta-

8,24-dien-3ȕ-ol 
 

0,047 (Darnet & Rahier, 
2003) 

Km-4 -hidroximetil-4-

metil-5-colesta-8,24-dien-

3-ol 
 

0,047 

Km-4 -formil-4-metil-

5-colesta-8,24-dien-3-ol 
 

0,047 

Km- NADPH 
 

0,015 

ERG26 Ratuus sp kcat 0,2 Rattus sp Km-4α-carboxi-4ȕ-metil-

5α-colesta-8,24-dien-3beta-ol 
0,007 (Rahimtula & 

Gaylor, 1972) 
Km-NAD 0,007 

 

ERG27 H. sapiens 
 

kcat 0,052 R. norvegicus Km-4α-metil-5α-colesta-7-

eno 

 

0,236 (Steckelbroeck et al., 
2004) 
 
 

Km-NADPH 

 
0,0001 (Billheimer et al., 

1981) 
(De Launoit et al., 
1992) 

ERG6 S. cerevisiae kcat 0,01 S. cerevisiae Km- Zimosterol 
 

0,017 (Nes et al., 2002) 

Km-SAM 
 

0,017 (Jayasimha & Nes, 
2008) 

ERG2 H. sapiens kcat 0,423 Z. mays Km-4 α-metil-fecosterol 0,522 (Nes et al., 2002) 

(Rahier et al., 2008) 

ERG3 R. norvegicus kcat 0,1097 R. norvegicus Km-Episterol 0,036 (Trzaskos et al., 
1986) 

Km-NADPH 0,036 
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Enzima Organismo kcat (s-1) Organismo Km (mM) Referencia 
ERG5 L. esculentum kcat 0,167 L. esculentum Km- ȕ-sitosterol 

 
0,0037 (Morikawa, 2006) 

Km-NADPH 
 

0,0037 (Kelly et al., 1997) 

ERG4 S. cerevisiae kcat 0,0107 S. cerevisiae Km-5,7,22,24- ergosta-tetra-

3beta-ol 
 

0,0108 (Zweytick et al., 
2000)  

Km-NADPH 
 

0,0108 (Neal & Parks, 1977) 

 
FA: Fijado arbitrariamente.  
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Tabla A-2: Constantes de disociación empleadas en los estudios de modelación. 

 
Enzima Organismo kd(mM) Referencia 

ERG10 Z. ramigera Kd-acetil-CoA 0,33 (Nishimura et al., 1978) 
B. taurus Kd-acetoacetil-CoA 0,0016 (Huth et al., 1975) 
R. novergicus Kd-CO2 0,067 (Middleton, 1974) 

ERG12 R. novergicus Kd-MVA 0,131 (Primak et al., 2011) 
ERG8 S. pneumoniae Kd-MVA-P 0,0077 (Pilloff et al., 2003) 

S. pneumoniae Kd-ATP 0,137 (Bloch et al., 2010) 
H. sapiens Kd-MVA-PP 0,041 (Herdendorf & Miziorko, 2007) 

MVD1 S. cerevisiae Kd-MVA-PP 0,123 (Krepkiy & Miziorko, 2004) 

ERG20a P. cochleariae 
 

Kd-DMAPP 2,206 (Frick et al., 2013) 

ERG20b P. cochleariae Kd-GPP 0,322 (Frick et al., 2013) 

BTS1 S. scrofa Kd-FPP 0,025 (Sagami et al., 1985) 

CrtYBa S. lycopersicum Kd-GGPP 0,01 (Fraser et al., 2000) 

CCD1 A. thaliana Kd- ȕ-caroteno 0,0152 (Schwartz et al., 2004) 
 

ERG9b E. coli Kd-NADPH 1 (Radisky & Poulter, 2000) 

ERG1a S. cerevisiae Kd-NADPH 0,0053 (Suh, Poulsen et al., 1996) 

ERG6a S. cerevisiae Kd-SAM 0,002 (Nes, Marshall, et al., 2002) 

 
Enzima Organismo Ki(mM) Referencia 

IDI1 M. piperita Ki-GPP 0,096 (Rios-Estepa et al., 2010) 
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Tabla A-3: Concentración de enzimas empleadas en los estudios de modelación. 

 
Enzima Concentración (µM) 

t < 20 h 
Concentración (µM) 

t > 20 h 
ERG10 0,060 0,060 

ERG13 0,020 0,020 

HMGR 0,020 0,020 

ERG12 0,020 0,020 

ERG8 0,035 0,035 

MVD1 0,060 0,060 

IDI1 0,020 0,020 

ERG20 0,060 0,060 

ERG9 0,001 0,020 

ERG1 0,003 0,045 

ERG7 0,003 0,060 

ERG11 0,003 0,060 

ERG24 0,003 0,060 

ERG25 0,003 0,060 

ERG26 0,003 0,060 

ERG27* 0,03 0,03 

ERG6 0,003 0,060 

ERG2 0,003 0,060 

ERG3* 0,03 0,03 

ERG5 0,003 0,060 

ERG4 0,00073 3,650 
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Enzima Concentración (µM) 
t < 20 h 

Concentración (µM) 
t > 20 h 

BTS1 0,3 1 

CrtYBa 0,07 0,64 

CrtI 0,05 1 

CrtYBb 0,01 0,03 

CCD1* 0,01 0,18 

* Condiciones iniciales para calibración del modelo. 
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Tabla A-4: Concentración inicial de metabolitos empleados en los estudios de 

modelación. 

 
Compuesto Concentración 

(µM) 
Referencia 

acetil-CoA 0,5 Este trabajo 

acetoacetil-CoA 3 (Middleton, 1972; Nishimura et al., 1978) 

3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA 1 (Chappell et al., 1995; Gilbert & Stewart, 
1981) 

mevalonato 0,1 Este trabajo 

mevalonato-5-fosfato 0,2 Fijado arbitrariamente 

mevalonato-5-pirofosfato 0,5 Fijado arbitrariamente 

isopentenil pirofosfato 0 Este trabajo 

dimetilalil pirofosfato 0 Este trabajo 

geranil pirofosfato 60 (Frick et al., 2013) 

geranilgeranil pirofosfato 0 Este trabajo 

fitoeno 10 Fijado arbitrariamente 

licopeno 10 Fijado arbitrariamente 

ȕ-caroteno 0,01 Este trabajo 

ȕ-ionona 0,01 (López et al., 2015) 

C14-dialdehido 0,01 Fijado arbitrariamente 

farnesil pirofosfato 200 (LoGrasso et al., 1993) 

pre-escualeno pirofosfato 8 (Beytia et al., 1973) 

escualeno 0,05 Este trabajo 

hidroperoxiflavina 5 Fijado arbitrariamente 

2,3-epoxiescualeno 0,33 Este trabajo 

lanosterol 0,045 (Kitahama et al., 2009) 

14-α-carboxi-Alcohol 0,045 (Kitahama et al., 2009) 

14-α-carboxi-Aldehido 0,045 (Kitahama et al., 2009) 

4,4-dimetil-colesta-8,14,24-trienol 200 (Taton et al., 1989) 
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Compuesto Concentración 
(µM) 

Referencia 

4,4-dimetil-zimosterol 60  (Paik et al., 1984) 

4α -hidroximetil-4ȕ-metil-5α-
colesta-8,24-dien-3ȕ-ol 

60 (Paik et al., 1984) 

4 -formil-4-metil-5-colesta-
8,24-dien-3-ol 

60 (Paik et al., 1984) 

4 -carboxi-4-metil-5-colesta-
8,24-dien-3-ol 

37 (Rahimtula & Gaylor, 1972) 

3-ceto-4α-metil-zimosterol 50 Fijado arbitrariamente 

4α-metil-zimosterol 60 Fijado arbitrariamente 

4α-hidroxi-metil-5α- colesta- 8,24-
dien-3ȕ-ol 

60 Fijado arbitrariamente 

4α-formil-5α- colesta- 8,24-dien-
3ȕ-ol 

60 Fijado arbitrariamente 

4α-carboxi-5α- colesta- 8,24-dien-
3ȕ-ol 

37 Fijado arbitrariamente 

5α- colesta- 8,24-dien-3ȕ-ona 50 Fijado arbitrariamente 

zimosterol 200 (Nes, Marshall, et al., 2002) 

fecosterol 150 (Rahier et al., 2008) 

episterol 100 (Trzaskos et al., 1986) 

5,7,24- ergostatrienol 10 (Morikawa, 2006) 

5,7,22,24-ergostatetraenol 10 (Neal & Parks, 1977; Zweytick et al., 
2000) 

ergosterol 0 Este trabajo 

peróxido de hidrógeno 70 (Jamieson, 1992) 

adenosín trifosfato 30 (Schulte et al., 2000) 

adenosín difosfato 50 (Williams et al., 1993) 

fosfato (PO4
γ−) 1 (Wu et al., 1996) 

coenzima A 25 (Middleton, 1972; Nishimura et al., 1978) 

O2 437,5 Este trabajo 
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Compuesto Concentración 

(µM) 
Referencia 

nicotinamida adenina 
dinucleótido fosfato reducida 

200 Este trabajo 

nicotinamida adenina 
dinucleótido fosfato oxidada 

10 Este trabajo 

S-adenosil- metionina 50 (Nes, Marshall, et al., 2002) 

pirofosfato (P2O7
4−) 1 (Wu et al., 1996) 

dióxido de carbono 1,674*10-7 (Kabolizadeh et al., 2012) 

ácido fórmico 1 Fijado arbitrariamente 

H+ 25 Fijado arbitrariamente  
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Tabla A-5: Parámetros asociados al crecimiento empleados en los estudios de 

modelación. 

 
Símbolo Nombre Unidad Valor Referencia 

µmax Tasa máxima de 
crecimiento  

h-1 0,1824 Este trabajo 

Ks Constante de saturación 
media 

g/L 0,12 (Badotti et al., 2008; Paalme et 
al., 1997; Pham et al., 1999) 

Yxg Rendimiento de 
biomasa/glucosa 

g/g 0,2-0,5 (Badotti et al., 2008; Paalme et 
al., 1997; Pham et al., 1999) 

Yxe Rendimiento de 
biomasa/etanol 

g/g 0,2-07 (Badotti et al., 2008; Paalme et 
al., 1997; Pham et al., 1999) 

d Tasa de muerte celular h-1 0,0002 Este trabajo 
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Tabla A-6: Mecanismos de reacción de enzimas empleadas en los estudios de 

modelación. 

 
Enzima Direccionalidad Mecanismo  Referencia 
ERG10 Reversible Ping Pong (Hiser et al., 1994; Kornblatt & Rudney, 

1971) 
ERG13 Irreversible Ping Pong (Middleton, 1972) 

HMGR Irreversible Ping Pong (Chappell et al., 1995; Friesen & Rodwell, 
2004) 

ERG12 Irreversible Secuencial Ordenado (Schulte et al., 2000) 

ERG8 Reversible Secuencial aleatorio (Pilloff et al., 2003) 

MVD1 Irreversible Secuencial ordenado (Barta et al., 2012; Jabalquinto & 
Cardemil, 1989) 

IDI1 Reversible Unimolecular (Wu et al., 2005) 

ERG20 Irreversible Secuencial ordenado (Song & Poulter, 1994) 

ERG9a Irreversible Ping Pong (Beytia et al., 1973) 

ERG9b Irreversible Secuencial ordenado (Beytia et al., 1973) 

ERG1a Irreversible Secuencial ordenado (Suh et al., 1996) 

ERG1b Irreversible Secuencial ordenado (Suh et al., 1996) 

ERG7 Irreversible Unimolecular (Moore & Schatzman, 1992) 

ERG11 Irreversible Ping Pong (Lamb et al., 2001) 

ERG24 Irreversible Ping Pong (Taton et al., 1989) 

ERG25 Irreversible Ping Pong (Darnet & Rahier, 2003) 

ERG26 Irreversible Ping Pong* (Rahimtula & Gaylor, 1972) 

ERG27 Irreversible Ping Pong* (Gachotte et al., 1998) 

ERG6 Irreversible Aleatorio ordenado (Liu & Nes, 2009; Nes, Marshall, et al., 
2002) 

ERG2 Irreversible Unimolecular (Rahier et al., 2008) 

ERG3 Irreversible Ping Pong (Trzaskos et al., 1986) 

ERG5 Irreversible Ping Pong (Kelly et al., 1997; Morikawa, 2006) 

ERG4 Irreversible Ping Pong* (Zweytick et al., 2000) 

BTS1 Irreversible Secuencial ordenado (Szabo et al., 2002; Tachibana et al., 1993) 
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Enzima Direccionalidad Mecanismo  Referencia 

CrtYBa Irreversible Secuencial ordenado (Moise et al., 2015) 

CrtI Irreversible Ping Pong (Verdoes et al., 2003) 

CrtYBb Irreversible Secuencial ordenado (Verdoes et al., 2003) 

CCD1 Irreversible Secuencial ordenado (Vogel et al., 2008) 

* Se asumió un mecanismo Ping Pong, pues no hay información al respecto. 
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Análisis de Identificabilidad 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura A-1: Representación gráfica de la matriz de correlación. La identificabilidad 

fue calculada como la correlación entre cada par de parámetros. K(1-18) corresponden a 

Kcat_erg9, Kcat_crtYBb, Kcat_erg1, Km_ccd1a, Km_erg3b, Km_erg9c, Km_erg27a, 

Km_erg4b, Kd_crtYBa, Kd_erg9b, ERG27, ERG3, CCD1a, CCD1b, Ks, Yxg,Yxe y d. 
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Tabla A-7: Análisis de Significancia. 

Símbolo      Nombre Int. Inf. Int. Sup. T 

Kcat_erg9 Constante catalítica enzima ERG9 -1,9*103 4*103 0,7 

Kcat_crtYBb Constante catalítica enzima CrtYB 0,8 6,4 2,6 

Kcat_erg1 Constante catalítica enzima ERG1 -9 2,8*101 1 

Km_ccd1a Cte. Michaelis-Menten CCD1-ȕ-caroteno -5,5*102 5,6*102 2,8*10-2 

Km_erg3b Cte. Michaelis-Menten ERG3-NADPH -8,1*103 8,8*103 8,3*10-2 

Km_erg9c Cte. Michaelis-Menten ERG9-Pre-Escualeno -2,6*102 2,6*102 1,1*10-3 

Km_erg27a Cte. Michaelis-Menten ERG27-metil-zimosterona -2*102 2,0*102 1*10-2 

Km_erg4b Cte. Michaelis-Menten ERG4-Ergostatetraenol -1,8*103 2,7*103 0,4 

Kd_crtYBa Constante de disociación CrtYBa- GGPP -1,7*104 1,7*104 7,4*10-3 

Kd_erg9b Constante de disociación ERG9- NADPH -1,5*103 1,5*103 4,8*10-3 

Erg27 Concentración Enzima ERG27 -2,6*10-2 3,5*10-2 0,3 

Erg3 Concentración Enzima ERG3 -5,3*10-2 6,1*10-2 0,1 

Ccd1a Concentración Enzima CCD1 t<20 h -1,9 1,9 9,9*10-3 

Ccd1b Concentración Enzima CCD1 t>20 h -8,1*10-3 8,4*10-3 3,5*10-2 

Ks Constante de saturación media 2,4*10-2 2,4*10-2 1.0*106 

Yxg Rendimiento de biomasa/glucosa 9,9*10-2 9,9*10-2 1.0*106 

Yxe Rendimiento de biomasa/producto 2.9*10-1 2.9*10-1 1.0*106 

d Tasa de muerte celular 7.0*10-4 7.0*10-4 3.1*104 

 

Int. Inf.: intervalos de -95% confianza inferiores 

Int. Sup.: intervalos de +95% confianza superiores 

T: nivel de significancia, corresponde a la razón 
���� 
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Modelo cinético de biosíntesis de β-ionona en S. cerevisiae 

 
El modelo cinético abarca las principales reacciones de la vía de síntesis de ȕ-ionona 

diseñada por ingeniería metabólica en S. cerevisiae (López et al., 2015). 

 

Se considera que la variación de un metabolito M en el tiempo es proporcional a la 

diferencia entre la tasa de formación (reacción anabólica, RA) y la tasa de recambio 

(reacción catabólica, RC) del compuesto. De esta forma, el modelo integra el balance de 

masa para cada uno de los metabolitos de la vía de biosíntesis de ȕ-ionona en una serie 

de ecuaciones diferenciales ordinarias (EDOs) rígidas, que deben ser resueltas 

simultáneamente:   

 

La reacción de formación de metabolitos (asumiendo cinética tipo Michaelis-Menten) se 

define como: 

 

 

Donde [EA] corresponde a la concentración enzimática, Kcat es la constante catalítica, 

[M] es la concentración del metabolito en estudio y KM es la constante de Michaelis 

Menten. 
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APÉNDICE B: ECUACIONES CINÉTICAS  

 

1. Variación AcCoA 
=ݐ݀[ܣ݋ܥܿܣ]݀   �௖௔௧೐��భబ ∗  ா௡�೐��భబ ∗[�௖஼௢�]మ�ௗ�೎಴೚� ∗  �௠�೎಴೚�[�௖஼௢�]�ௗ�೎಴೚�  + [�௖஼௢�]�ௗ�೎಴೚�  + [஼ைమ]�ௗ಴೚మ  +  �௠಴೚మ∗[�௖�௖஼௢�]�ௗ಴೚మ∗ �௠�೎�೎಴೚�  +  [�௖஼௢�]మ�ௗ�೎಴೚� ∗ �௠�೎಴೚�  + [�௖஼௢�]∗[஼ைమ]�ௗ�೎಴೚�∗ �ௗ಴೚మ  +  [�௖஼௢�]∗[�௖�௖஼௢�]�ௗ�೎಴೚�∗�ௗ�೎�೎಴೚�  +  [஼ைమ]∗[�௖�௖஼௢�]�ௗ಴೚మ∗�௠�೎�೎಴೚�  

−  ʹ ∗ �௖௔௧೐��భబ ∗  ா௡�೐��భబ ∗ [஼ைమ]∗[�௖�௖஼௢�]�ௗ಴೚మ ∗  �௠�೎�೎಴೚�[�௖஼௢�]�ௗ�೎಴೚�  +  [�௖஼௢�]�ௗ�೎಴೚�  + [஼ைమ]�ௗ಴೚మ  + �௠಴೚మ∗[�௖�௖஼௢�]�ௗ಴೚మ∗ �௠�೎�೎಴೚�  + [�௖஼௢�]మ�ௗ�೎಴೚� ∗ �௠�೎಴೚�  + [�௖஼௢�]∗[஼ைమ]�ௗ�೎಴೚�∗ �ௗ಴೚మ  + [�௖஼௢�]∗[�௖�௖஼௢�]�ௗ�೎಴೚�∗�ௗ�೎�೎಴೚�  +  [஼ைమ]∗[�௖�௖஼௢�]�ௗ಴೚మ∗�௠�೎�೎಴೚�                                                                                                   
− ௘௥�ଵଷݐܽܿܭ ∗ ௘௥�ଵଷ�݊ܧ ∗ [ܣ݋ܥܿܣ] ∗ �௖�௖஼௢�݉ܭ[ܣ݋ܥܿܣܿܣ] ∗ [ܣ݋ܥܿܣ] + �௖஼௢�݉ܭ  ∗ [ܣ݋ܥܿܣܿܣ] + [ܣ݋ܥܿܣ] ∗                          [ܣ݋ܥܿܣܿܣ]

2. Variación AcACCoA d [AcAcCoA]dt= �௖௔௧೐��భబ ∗  ா௡�೐��భబ ∗[�௖஼௢�]మ�ௗ�೎಴೚� ∗  �௠�೎಴೚�[�௖஼௢�]�ௗ�೎಴೚�  + [�௖஼௢�]�ௗ�೎಴೚�  + [஼ைమ]�ௗ಴೚మ  +  �௠಴೚మ∗�௖�௖஼௢��ௗ಴೚మ∗ �௠�೎�೎಴೚�  +  �௖஼௢�∗[�௖஼௢�]�ௗ�೎಴೚� ∗ �௠�೎಴೚�  + [�௖஼௢�]∗[஼ைమ]�ௗ�೎಴೚�∗ �ௗ಴೚మ  + [�௖஼௢�]∗�௖�௖஼௢��ௗ�೎಴೚�∗�ௗ�೎�೎಴೚�  +  [஼ைమ]∗�௖�௖஼௢��ௗ಴೚మ∗�௠�೎�೎಴೚�  
− �௖௔௧೐��భబ ∗  ா௡�೐��భబ ∗ [஼ைమ]∗[�௖�௖஼௢�]�ௗ಴೚మ ∗  �௠�೎�೎಴೚�[�௖஼௢�]�ௗ�೎಴೚�  + [�௖஼௢�]�ௗ�೎಴೚�  + [஼ைమ]�ௗ಴೚మ  +  �௠಴೚మ∗[�௖�௖஼௢�]�ௗ಴೚మ∗ �௠�೎�೎಴೚�  + [�௖஼௢�]మ�ௗ�೎಴೚� ∗ �௠�೎಴೚�  + [�௖஼௢�]∗[஼ைమ]�ௗ�೎಴೚�∗ �ௗ಴೚మ  +  [�௖஼௢�]∗[�௖�௖஼௢�]�ௗ�೎಴೚�∗�ௗ�೎�೎಴೚�  +  [஼ைమ]∗[�௖�௖஼௢�]�ௗ಴೚మ∗�௠�೎�೎಴೚�          
− ௘௥�ଵଷݐܽܿܭ ∗ ௘௥�ଵଷ�݊ܧ ∗ [ܣ݋ܥܿܣ] ∗ �௖�௖஼௢�݉ܭ[ܣ݋ܥܿܣܿܣ] ∗ [ܣ݋ܥܿܣ] + �௖஼௢�݉ܭ  ∗ [ܣ݋ܥܿܣܿܣ] + [ܣ݋ܥܿܣ] ∗  [ܣ݋ܥܿܣܿܣ]
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3.  Variación HMG-CoA ݀[ܣ݋ܥܩܯܪ]݀ݐ = ௘௥�ଵଷݐܽܿܭ            ∗ ௘௥�ଵଷ�݊ܧ ∗ [ܣ݋ܥܿܣ] ∗ �௖�௖஼௢�݉ܭ[ܣ݋ܥܿܣܿܣ] ∗ [ܣ݋ܥܿܣ] �௖஼௢�݉ܭ + ∗ [ܣ݋ܥܿܣܿܣ] + [ܣ݋ܥܿܣ] ∗  [ܣ݋ܥܿܣܿܣ]

ℎ௠�ଶݐܽܿܭ − ∗ ℎ௠�ଶ�݊ܧ ∗ [ܣ݋ܥܩܯܪ] ∗ �ுெீ஼௢݉ܭଶ[ܪܲܦܣܰ] ∗ ே�஽௉ு݉ܭ ∗ [ܪܲܦܣܰ] +  ʹ ே�஽௉ு݉ܭ  ∗ ∗ [ܣ݋ܥܩܯܪ] ∗ ܪܲܦܣܰ + �ுெீ஼௢݉ܭ  ∗ ଶ[ܪܲܦܣܰ] + [ܣ݋ܥܩܯܪ] ∗  ଶ[ܪܲܦܣܰ]

4. Variación MEV ݀[ܧܯ�]݀ݐ  

= ℎ௠�ଶݐܽܿܭ  ∗ ℎ௠�ଶ�݊ܧ ∗ [ܣ݋ܥܩܯܪ] ∗ �ுெீ஼௢݉ܭଶ[ܪܲܦܣܰ] ∗ ே�஽௉ு݉ܭ ∗ [ܪܲܦܣܰ] +  ʹ ∗ ே�஽௉ு݉ܭ   ∗ [ܣ݋ܥܩܯܪ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] �ுெீ஼௢݉ܭ + ∗ ଶ[ܪܲܦܣܰ] + [ܣ݋ܥܩܯܪ] ∗  ଶ[ܪܲܦܣܰ]

− ௘௥�ଵଶݐܽܿܭ ௘௥�ଵଶ�݊ܧ ∗ ∗ [�ܧܯ] ∗ �ொ݀ܭ[ܲܶܣ] ௉��݉ܭ ∗ �ொ݉ܭ + ∗ [ܲܶܣ] ௉��݉ܭ + ∗ [�ܧܯ] + [�ܧܯ] ∗  [ܲܶܣ]
5. Variación MEVP 

 
ௗ[ொ�௉]ௗ௧ =  [ܲܶܣ]∗[�ܧܯ]+[�ܧܯ]∗ܲܶܣ݉ܭ +[ܲܶܣ]∗�ܧܯ݉ܭ +ܲܶܣ݉ܭ ∗�ܧܯ݀ܭ[ܲܶܣ]∗[�ܧܯ]∗ʹͳ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ʹͳ݃ݎ݁ݐܽܿܭ 

+ሺͳܲܶܣ݉ܭ ∗ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܶܣ]∗[ܲ�ܧܯ]∗ͺ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ͺ݃ݎ݁ݐܽܿܭ − +ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲ�ܧܯ] +ܲܶܣ݉ܭ ∗ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܶܣ]∗ܲ�ܧܯ݉ܭ +ܲܲ�ܧܯ݀ܭ∗ܲܦܣ݉ܭ[ܲܦܣ]∗ܲܲ�ܧܯ݉ܭ +ܲܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܲ�ܧܯ] +ܲܶܣ݉ܭ∗ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܶܣ]∗[ܲ�ܧܯ] +ܲܲ�ܧܯ݀ܭ∗ܲܦܣ݉ܭ∗ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܦܣ]∗[ܲ�ܧܯ]∗ܲܲ�ܧܯ݉ܭ +ܲܲ�ܧܯ݀ܭ∗ܲܶܣ݉ܭ∗ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܲ�ܧܯ]∗[ܲܶܣ]∗ܲ�ܧܯ݉ܭ +ܲܲ�ܧܯ݀ܭ∗ܲܦܣ݉ܭ[ܲܲ�ܧܯ]∗[ܲܦܣ] +ܲܦܣ݀ܭ∗ܲܶܣ݉ܭ∗ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܦܣ]∗[ܲܶܣ]∗[ܲ�ܧܯ]    ሻܲܲ�ܧܯ݀ܭ∗ܲܦܣ݉ܭ∗ܲܶܣ݀ܭ[ܲܲ�ܧܯ]∗[ܲܦܣ]∗[ܲܶܣ]
+ �௖௔௧೐��8∗ ா௡�೐��8∗[�஽௉]∗[ொ�௉௉]�ௗ�ವು∗ �௠�ಶ�ುುሺͳ + [ொ�௉]�ௗ�ಶ�ು + �௠�ಶ�ು∗[��௉]�ௗ�ಶ�ು∗ �௠��ು + �௠�ಶ�ುು∗[�஽௉]�௠�ವು∗�ௗ�ಶ�ುು + [ொ�௉௉]�ௗ�ಶ�ುು + [ொ�௉]∗[��௉]�ௗ�ಶ�ು∗�௠��ು + �௠�ಶ�ುು∗[ொ�௉]∗[�஽௉]�ௗ�ಶ�ು∗�௠�ವು∗�ௗ�ಶ�ುು + �௠�ಶ�ು∗[��௉]∗[ொ�௉௉]�ௗ�ಶ�ು∗�௠��ು∗�ௗ�ಶ�ುು + [�஽௉]∗[ொ�௉௉]�௠�ವು∗�ௗ�ಶ�ುು + [ொ�௉]∗[��௉]∗[�஽௉]�ௗ�ಶ�ು∗�௠��ು∗�ௗ�ವು + [��௉]∗[�஽௉]∗[ொ�௉௉]�ௗ��ು∗�௠�ವು∗�ௗ�ಶ�ುುሻ 
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6. Variación MEVPP ݀[ܧܯ�ܲܲ]݀ݐ = 

+ሺͳܲܶܣ݉ܭ ∗ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܶܣ]∗[ܲ�ܧܯ]∗ͺ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ͺ݃ݎ݁ݐܽܿܭ +ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲ�ܧܯ] +ܲܶܣ݉ܭ ∗ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܶܣ]∗ܲ�ܧܯ݉ܭ +ܲܲ�ܧܯ݀ܭ∗ܲܦܣ݉ܭ[ܲܦܣ]∗ܲܲ�ܧܯ݉ܭ +ܲܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܲ�ܧܯ] +ܲܶܣ݉ܭ∗ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܶܣ]∗[ܲ�ܧܯ] +ܲܲ�ܧܯ݀ܭ∗ܲܦܣ݉ܭ∗ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܦܣ]∗[ܲ�ܧܯ]∗ܲܲ�ܧܯ݉ܭ +ܲܲ�ܧܯ݀ܭ∗ܲܶܣ݉ܭ∗ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܲ�ܧܯ]∗[ܲܶܣ]∗ܲ�ܧܯ݉ܭ +ܲܲ�ܧܯ݀ܭ∗ܲܦܣ݉ܭ[ܲܲ�ܧܯ]∗[ܲܦܣ] +ܲܦܣ݀ܭ∗ܲܶܣ݉ܭ∗ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܦܣ]∗[ܲܶܣ]∗[ܲ�ܧܯ] ሻܲܲ�ܧܯ݀ܭ∗ܲܦܣ݉ܭ∗ܲܶܣ݀ܭ[ܲܲ�ܧܯ]∗[ܲܦܣ]∗[ܲܶܣ]    
− �௖௔௧೐��8∗ ா௡�೐��8∗[�஽௉]∗[ொ�௉௉]�ௗ�ವು∗ �௠�ಶ�ುುሺͳ + [ொ�௉]�ௗ�ಶ�ು + �௠�ಶ�ು∗[��௉]�ௗ�ಶ�ು∗ �௠��ು + �௠�ಶ�ುು∗[�஽௉]�௠�ವು∗�ௗ�ಶ�ುು + [ொ�௉௉]�ௗ�ಶ�ುು + [ொ�௉]∗[��௉]�ௗ�ಶ�ು∗�௠��ು + �௠�ಶ�ುು∗[ொ�௉]∗[�஽௉]�ௗ�ಶ�ು∗�௠�ವು∗�ௗ�ಶ�ುು + �௠�ಶ�ು∗[��௉]∗[ொ�௉௉]�ௗ�ಶ�ು∗�௠��ು∗�ௗ�ಶ�ುು + [�஽௉]∗[ொ�௉௉]�௠�ವು∗�ௗ�ಶ�ುು + [ொ�௉]∗[��௉]∗[�஽௉]�ௗ�ಶ�ು∗�௠��ು∗�ௗ�ವು + [��௉]∗[�஽௉]∗[ொ�௉௉]�ௗ��ು∗�௠�ವು∗�ௗ�ಶ�ುುሻ  

− ௠௩ௗଵݐܽܿ݇ ∗ ௠௩ௗଵ�݊ܧ ∗ [ܲܲ�ܧܯ] ∗ ொ�௉௉݀ܭ[ܲܶܣ] ∗ ௉��݉ܭ + ொ�௉௉݉ܭ ∗ [ܲܶܣ] + ௉��݉ܭ ∗ ܲ[ܲܲ�ܧܯ] + [ܲܲ�ܧܯ] ∗  [ܲܶܣ]
7. Variación IPP ݀[ܲܲܫ]݀ݐ = ͳ�݀�ݐܽܿܭ ∗ ͳ�݀��݊ܧ ∗ ܲܲܣܯܦ݉ܭ[ܲܲܣܯܦ] + [ܲܲܣܯܦ] + �ܭ[ܲܲܩ]∗ܲܲܣܯܦ݉ܭ

− ͳ�݀�ݐܽܿܭ ∗ ͳ�݀��݊ܧ ∗ ܲܲܫ݉ܭ[ܲܲܫ] + [ܲܲܫ] + −�ܭ[ܲܲܩ]∗ܲܲܫ݉ܭ Ͳܽʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ Ͳܽʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [ܲܲܣܯܦ] ∗ ܲܲܣܯܦ݀ܭ[ܲܲܫ] ∗ ܲܲܫ݉ܭ + ܲܲܣܯܦ݉ܭ ∗ [ܲܲܫ] + ܲܲܫ݉ܭ ∗ [ܲܲܣܯܦ] + [ܲܲܣܯܦ] ∗  [ܲܲܫ]
− ௘௥�ଶ଴௕ݐܽܿܭ ∗ ௘௥�ଶ଴௕�݊ܧ ∗ [ܲܲܩ] ∗ ௉௉ீ݀ܭ[ܲܲܫ] ∗ ூ௉௉݉ܭ + ௉௉ீ݉ܭ ∗ [ܲܲܫ] + ூ௉௉݉ܭ ∗ [ܲܲܩ] + [ܲܲܩ] ∗ [ܲܲܫ] − ௕௦௧ଵݐܽܿܭ ∗ ௕௦௧ଵ�݊ܧ ∗ [ܲܲܨ] ∗ ி௉௉݀ܭ[ܲܲܫ] ∗ ூ௉௉݉ܭ + ி௉௉݉ܭ ∗ [ܲܲܫ] + ூ௉௉݉ܭ ∗ [ܲܲܨ] + [ܲܲܨ] ∗  [ܲܲܫ]

8. Variación DMAPP ݀[ܲܲܣܯܦ]݀ݐ = ͳ�݀�ݐܽܿܭ ∗ ͳ�݀��݊ܧ ∗ ܲܲܫ݉ܭ[ܲܲܫ] + [ܲܲܫ] + �ܭ[ܲܲܩ]∗ܲܲܫ݉ܭ
− ͳ�݀�ݐܽܿܭ ∗ ͳ�݀��݊ܧ ∗ ܲܲܣܯܦ݉ܭ[ܲܲܣܯܦ] + [ܲܲܣܯܦ] + �ܭ[ܲܲܩ]∗ܲܲܣܯܦ݉ܭ

 

− Ͳܽʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ Ͳܽʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [ܲܲܣܯܦ] ∗ ܲܲܣܯܦ݀ܭ[ܲܲܫ] ∗ ܲܲܫ݉ܭ + ܲܲܣܯܦ݉ܭ ∗ [ܲܲܫ] + ܲܲܫ݉ܭ ∗ [ܲܲܣܯܦ] + [ܲܲܣܯܦ] ∗  [ܲܲܫ]



135 

 

 

 

9. Variación GPP ݀[ܲܲܩ]݀ݐ = Ͳܽʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ Ͳܽʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [ܲܲܣܯܦ] ∗ ܲܲܣܯܦ݀ܭ[ܲܲܫ] ∗ ܲܲܫ݉ܭ + ܲܲܣܯܦ݉ܭ ∗ [ܲܲܫ] + ܲܲܫ݉ܭ ∗ [ܲܲܣܯܦ] + [ܲܲܣܯܦ] ∗     [ܲܲܫ]
− ௘௥�ଶ଴௕ݐܽܿܭ ∗ ௘௥�ଶ଴௕�݊ܧ ∗ [ܲܲܩ] ∗ ௉௉ீ݀ܭ[ܲܲܫ] ∗ ூ௉௉݉ܭ + ௉௉ீ݉ܭ ∗ [ܲܲܫ] + ூ௉௉݉ܭ ∗ [ܲܲܩ] + [ܲܲܩ] ∗  [ܲܲܫ]

10. Variación GGPP ݀[ܲܲܩܩ]݀ݐ = ͳݐݏܾݐܽܿܭ ∗ ͳݐݏܾ�݊ܧ ∗ [ܲܲܨ] ∗ ܲܲܨ݀ܭ[ܲܲܫ] ∗ ܲܲܫ݉ܭ + ܲܲܨ݉ܭ ∗ [ܲܲܫ] + ܲܲܫ݉ܭ ∗ [ܲܲܨ] + [ܲܲܨ] ∗ [ܲܲܫ] − ʹ ∗ ܽܤܻݐݎܿݐܽܿܭ ∗ ܽܤܻݐݎܿ�݊ܧ ∗ ܲܲܲܩ݀ܭʹ[ܲܲܩܩ] ∗ ܲܲܩܩ݉ܭ + ʹ ∗ ܲܲܩܩ݉ܭ ∗ [ܲܲܩܩ] +  ʹ[ܲܲܩܩ]

11. Variación Fitoeno ݀[݋݊݁݋ݐ�ܨ]݀ݐ = ܽܤܻݐݎܿݐܽܿܭ ∗ ܽܤܻݐݎܿ�݊ܧ ∗ ܲܲܲܩ݀ܭʹ[ܲܲܩܩ] ∗ ܲܲܩܩ݉ܭ + ʹ ∗ ܲܲܩܩ݉ܭ ∗ [ܲܲܩܩ] +  ʹ[ܲܲܩܩ]

− ௖௥௧ூݐܽܿ݇ ∗ ௖௥௧ூ�݊ܧ ∗ [݋݊݁݋ݐ�ܨ] ∗ [ܱଶ]ସ[ܱଶ]ସ ∗ [݋݊݁݋ݐ�ܨ] ி�௧௢௘௡௢݉ܭ + ∗ [ܱଶ]ସ + Ͷ ∗ ைమ݉ܭ ∗ [݋݊݁݋ݐ�ܨ] ∗ [ܱଶ]ଷ + ி�௧௢௘௡௢݉ܭ ∗ ைమ݉ܭ ∗ [ܱଶ]ଷ 

12. Variación Licopeno ݀[݋݊݁݌݋ܿ�ܮ]݀ݐ = ܫݐݎܿݐܽܿ݇ ∗ ܫݐݎܿ�݊ܧ ∗ [݋݊݁݋ݐ�ܨ] ∗ [ܱʹ]Ͷ[ܱʹ]Ͷ ∗ [݋݊݁݋ݐ�ܨ] + ݋݊݁݋ݐ�ܨ݉ܭ  ∗ [ܱʹ]Ͷ + Ͷ ∗ ʹܱ݉ܭ ∗ [݋݊݁݋ݐ�ܨ] ∗ [ܱʹ]͵ + ݋݊݁݋ݐ�ܨ݉ܭ ∗ ʹܱ݉ܭ ∗ [ܱʹ]͵− ܾܤܻݐݎܿݐܽܿ݇ ∗ ܾܤܻݐݎܿ�݊ܧ ∗ ݋݊݁݌݋ܿ�݈݉ܭ[݋݊݁݌݋ܿ�ܮ] + [݋݊݁݌݋ܿ�ܮ]  
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13. Variación β – caroteno ݀[β caroteno]݀ݐ = ܾܤܻݐݎܿݐܽܿ݇ ∗ ܾܤܻݐݎܿ�݊ܧ ∗ ݋݊݁݌݋ܿ�݈݉ܭ[݋݊݁݌݋ܿ�ܮ] + −[݋݊݁݌݋ܿ�ܮ] ͳ݀ܿܿݐܽܿܭ ∗ ͳ݀ܿܿ�݊ܧ ∗ [݋݊݁ݐ݋ݎܽܿ�] ∗ ݋݊݁ݐ݋ݎܽܿ−�݀ܭ[ʹܱ] ∗ ʹܱ݉ܭ + ʹܱ݉ܭ ∗ [� − [݋݊݁ݐ݋ݎܽܿ + ݋݊݁ݐ݋ݎܽܿ−�݉ܭ ∗ [ܱʹ] + [݋݊݁ݐ݋ݎܽܿ�]  ∗ [ܱʹ] 
 

14. Variación β –ionona ݀[β – ionona]݀ݐ = ͳ݀ܿܿݐܽܿܭ ∗ ͳ݀ܿܿ�݊ܧ ∗ [݋݊݁ݐ݋ݎܽܿ�] ∗ ݋݊݁ݐ݋ݎܽܿ−�݀ܭ[ʹܱ] ∗ ʹܱ݉ܭ + ʹܱ݉ܭ ∗ [� − [݋݊݁ݐ݋ݎܽܿ + ݋݊݁ݐ݋ݎܽܿ−�݉ܭ ∗ [ܱʹ] + [݋݊݁ݐ݋ݎܽܿ�]  ∗ [ܱʹ] 

15. Variación C14-aldehido ݀[CͳͶ − aldehido]݀ݐ = ͳ݀ܿܿݐܽܿܭ ∗ ͳ݀ܿܿ�݊ܧ ∗ [݋݊݁ݐ݋ݎܽܿ�] ∗ ݋݊݁ݐ݋ݎܽܿ−�݀ܭ[ʹܱ] ∗ ʹܱ݉ܭ + ʹܱ݉ܭ ∗ [� − [݋݊݁ݐ݋ݎܽܿ + ݋݊݁ݐ݋ݎܽܿ−�݉ܭ ∗ [ܱʹ] + [݋݊݁ݐ݋ݎܽܿ�]  ∗ [ܱʹ] 

16. Variación FPP ݀[ܲܲܨ]݀ݐ = Ͳܾʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ Ͳܾʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [ܲܲܩ] ∗ ܲܲܩ݀ܭ[ܲܲܫ] ∗ ܲܲܫ݉ܭ + ܲܲܩ݉ܭ ∗ [ܲܲܫ] + ܲܲܫ݉ܭ ∗ [ܲܲܩ] + [ܲܲܩ] ∗ −[ܲܲܫ] ͳݐݏܾݐܽܿܭ ∗ ͳݐݏܾ�݊ܧ ∗ [ܲܲܨ] ∗ ܲܲܨ݀ܭ[ܲܲܫ] ∗ ܲܲܫ݉ܭ + ܲܲܨ݉ܭ ∗ [ܲܲܫ] + ܲܲܫ݉ܭ ∗ [ܲܲܨ] + [ܲܲܨ] ∗ [ܲܲܫ] − ʹ ∗ ͻ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͻܽ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ʹʹ[ܲܲܨ] ∗ ܲܲܨ݉ܭ ∗ [ܲܲܨ] + ʹ[ܲܲܨ]  

17. Variación Pre-escualeno ݀[ܲ݁ݎ − ݐ݀[ܿݏ݁ = ͻ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͻܽ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ʹʹ[ܲܲܨ] ∗ ܲܲܨ݉ܭ ∗ [ܲܲܨ] + ʹ[ܲܲܨ] − ͻ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͻܾ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [ܪܲܦܣܰ] ∗ ݁ݎܲ] − ܪܲܦܣܰ݀ܭ[ܿݏ݁ ∗ ܿݏ݁−݁ݎܲ݉ܭ + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ݁ݎܲ] − [ܿݏ݁ + ܿݏ݁−݁ݎܲ݉ܭ ∗ [ܪܲܦܣܰ] + [ܪܲܦܣܰ] ∗ ݁ݎܲ] −  [ܿݏ݁
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18. Variación Escualeno ݀[݋݈݊݁ܽݑܿݏܧ]݀ݐ = ͻ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͻܾ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [ܪܲܦܣܰ] ∗ ݁ݎܲ] − ܪܲܦܣܰ݀ܭ[ܿݏ݁ ∗ ܿݏ݁−݁ݎܲ݉ܭ + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ݁ݎܲ] − [ܿݏ݁ + ܿݏ݁−݁ݎܲ݉ܭ ∗ [ܪܲܦܣܰ] + [ܪܲܦܣܰ] ∗ ݁ݎܲ] − − [ܿݏ݁ ͳ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͳܾ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݋݈݊݁ܽݑܿݏܧ] ∗ ܨܲܪ݉ܭ[ܨܲܪ] ∗ [݋݈݊݁ܽݑܿݏܧ] + ݋݈݊݁ܽݑܿݏܧ݉ܭ ∗ [ܨܲܪ] + [݋݈݊݁ܽݑܿݏܧ] ∗  [ܨܲܪ]
19. Variación HPF ݀[ܨܲܪ]݀ݐ = ͳ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͳܽ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [ܪܲܦܣܰ] ∗ ܪܲܦܣܰ݀ܭ[ʹܱ] ∗ ʹܱ݉ܭ + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [ܱʹ] + ʹܱ݉ܭ ∗ [ܪܲܦܣܰ] + [ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܱʹ] − ͳ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͳܾ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݋݈݊݁ܽݑܿݏܧ] ∗ ܨܲܪ݉ܭ[ܨܲܪ] ∗ [݋݈݊݁ܽݑܿݏܧ] + ݋݈݊݁ܽݑܿݏܧ݉ܭ ∗ [ܨܲܪ] + [݋݈݊݁ܽݑܿݏܧ] ∗  [ܨܲܪ]
20. Variación Epoxi-escualeno ݀[݋݌ܧ�� − ݐ݀[݋݈݊݁ܽݑܿݏ݁ = ͳ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͳܾ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݋݈݊݁ܽݑܿݏܧ] ∗ ܨܲܪ݉ܭ[ܨܲܪ] ∗ [݋݈݊݁ܽݑܿݏܧ] + ݋݈݊݁ܽݑܿݏܧ݉ܭ ∗ [ܨܲܪ] + [݋݈݊݁ܽݑܿݏܧ] ∗ [ܨܲܪ] − ͹݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͹݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ��݋݌ܧ] − ݋݈݊݁ܽݑܿݏ݁−��݋݌ܧ݉ܭ[݋݈݊݁ܽݑܿݏ݁ + ��݋݌ܧ] − [݋݈݊݁ܽݑܿݏ݁  

21. Variación Lanosterol ݀[݈݋ݎ݁ݐݏ݋݊ܽܮ]݀ݐ = ͹݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͹݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ��݋݌ܧ] − ݋݈݊݁ܽݑܿݏ݁−��݋݌ܧ݉ܭ[݋݈݊݁ܽݑܿݏ݁ + ��݋݌ܧ] − [݋݈݊݁ܽݑܿݏ݁ − ͳͳ݃ݎ݁ݐܽܿܭ  ∗ ͳͳܽ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݊ܽܮ] ∗ ݈݋ݎ݁ݐݏ݋݊ܽܮ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݊ܽܮ] + [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݊ܽܮ] ∗  [ܪܲܦܣܰ]
22. Variación AC-alcohol ݀[ܥܣ − ݐ݀[݈݋ℎ݋݈ܿܽ = ͳͳ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͳͳܽ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݊ܽܮ] ∗ ݈݋ݎ݁ݐݏ݋݊ܽܮ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݊ܽܮ] + [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݊ܽܮ] ∗ ͳͳ݃ݎ݁ݐܽܿܭ − [ܪܲܦܣܰ] ∗ ͳͳܾ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ܿܣ] − [݈݋ℎ݋݈ܿܽ ∗ ݈݋ℎ݋݈ܿܽ−ܿܣ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ܿܣ] − [݈݋ℎ݋݈ܿܽ + ܿܣ] − [݈݋ℎ݋݈ܿܽ ∗  [ܪܲܦܣܰ]
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23. Variación AC-aldehido ݀[ܥܣ − ݈ܽ݀݁ℎ�݀ݐ݀[݋ = ͳͳ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͳͳܾ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ܿܣ] − [݈݋ℎ݋݈ܿܽ ∗ ݈݋ℎ݋݈ܿܽ−ܿܣ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ܿܣ] − [݈݋ℎ݋݈ܿܽ + ܿܣ] − [݈݋ℎ݋݈ܿܽ ∗ ͳͳ݃ݎ݁ݐܽܿܭ − [ܪܲܦܣܰ] ∗ ͳͳܿ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ܿܣ] − ݈ܽ݀݁ℎ�݀݋] ∗ ݋݀�ℎ݈݁݀ܽ−ܿܣ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ܿܣ] − ݈ܽ݀݁ℎ�݀݋] + ܿܣ] − ݈ܽ݀݁ℎ�݀݋] ∗  [ܪܲܦܣܰ]
 

24. Variación DimetilColestaTrienol ݀[݈݋݊݁�ݎܶܽݐݏ݈݁݋ܥ݈�ݐ݁݉�ܦ]݀ݐ = ͳͳ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͳͳܿ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ܿܣ] − ݈ܽ݀݁ℎ�݀݋] ∗ ݋݀�ℎ݈݁݀ܽ−ܿܣ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ܿܣ] − ݈ܽ݀݁ℎ�݀݋] + ܿܣ] − ݈ܽ݀݁ℎ�݀݋] ∗ Ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ − [ܪܲܦܣܰ] ∗ Ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀] ∗ ݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀] + [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀] ∗  [ܪܲܦܣܰ]
25. Variación DimetilColestaDienol ݀[݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܥ݈�ݐ݁݉�ܦ]݀ݐ = Ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ Ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀] ∗ ݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀] + [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀] ∗ ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ − [ܪܲܦܣܰ] ∗ ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀] ∗ ݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀] + [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀] ∗  [ܪܲܦܣܰ]
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26. Variación Metil- Zimosterol -CH2OH ݀[ݐ݁ܯ�݈ − ݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉�� − =ݐ݀[ܪܱʹܪܥ ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ  ∗ ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀] ∗ ݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀] + [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀] ∗ − [ܪܲܦܣܰ] ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱʹܪܥ ∗ ܪܱʹܪܥ−݉��݈�ݐ݁݉݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱʹܪܥ + ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱʹܪܥ ∗  [ܪܲܦܣܰ]
27. Variación Metil- Zimosterol -COH ݀[ݐ݁ܯ�݈ − ݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉�� − =ݐ݀[ܪܱܥ ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ  ∗ ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱʹܪܥ ∗ ܪܱʹܪܥ−݉��݈�ݐ݁݉݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱʹܪܥ + ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱʹܪܥ ∗ − [ܪܲܦܣܰ] ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱܥ ∗ ܪܱܥ−݉��݈�ݐ݁݉݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱܥ + ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱܥ ∗  [ܪܲܦܣܰ]
28. Variación Metil- Zimosterol -COOH ݀[ݐ݁ܯ�݈ − ݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉�� − ݐ݀[ܪܱܱܥ = ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ  ∗ ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱܥ ∗ ܪܱܥ−݉��݈�ݐ݁݉݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱܥ + ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱܥ ∗ − [ܪܲܦܣܰ] ͸ʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͸ʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱܱܥ ∗ ܪܱܱܥ−݉��݈�ݐ݁݉݉ܭ[ܲܦܣܰ] ∗ [ܲܦܣܰ] + ܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱܱܥ + [ʹܱܥ] ∗  [ܲܦܣܰ]
29. Variación Ceto-metilzimosterol  ݀[݋ݐ݁ܥ − ݈�ݐ݁݉ − ݐ݀[݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉�� = ͸ʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ  ∗ ͸ʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱܱܥ ∗ ܪܱܱܥ−݉��݈�ݐ݁݉݉ܭ[ܲܦܣܰ] ∗ [ܲܦܣܰ] + ܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱܱܥ + [ʹܱܥ] ∗  [ܲܦܣܰ]
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− ͹ʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͹ʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��݈�ݐ݁݉݋ݐ݁ܿ] ∗ ݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��݈�ݐ݁݉݋ݐ݁ܿ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��݈�ݐ݁݉݋ݐ݁ܿ] + [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��݈�ݐ݁݉݋ݐ݁ܿ] ∗  [ܪܲܦܣܰ]
30. Variación Metilcolestadienol ݀[ݐ݁ܯ�݈ − ݐ݀[݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ = ௘௥�ଶ଻ݐܽܿܭ  ∗ ௘௥�ଶ଻�݊ܧ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��݈�ݐ݁݉݋ݐ݁ܿ] ∗ ௖௘௧௢௠௘௧�௟��௠௢௦௧௘௥௢௟݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ே�஽௉ு݉ܭ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��݈�ݐ݁݉݋ݐ݁ܿ] + [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��݈�ݐ݁݉݋ݐ݁ܿ] ∗ − [ܪܲܦܣܰ] ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉] ∗ ݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉] + [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉] ∗  [ܪܲܦܣܰ]
31. Variación Hidroxi-metilcolestadienol ݀[݋ݎ݀�ܪ�� − ݐ݀[݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉ = ௘௥�ଶହݐܽܿܭ ∗ ௘௥�ଶହ�݊ܧ ∗ [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉] ∗ ௠௘௧�௟௖௢௟௘௦௧௔ௗ�௘௡௢௟݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ே�஽௉ு݉ܭ ∗ [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉] + [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉] ∗ −  [ܪܲܦܣܰ] ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [ℎ�݀݋ݎ�� − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉ ∗ ݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉−��݋ݎ݀�ℎ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [ℎ�݀݋ݎ�� − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉ + [ℎ�݀݋ݎ�� − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉ ∗  [ܪܲܦܣܰ]

 

32. Variación Formil-colestadienol ݀[݉ݎ݋ܨ�݈ − ݐ݀[݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ = − ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ݈�݉ݎ݋݂] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ ∗ ݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ−݈�݉ݎ݋݂݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ݈�݉ݎ݋݂] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ + ݈�݉ݎ݋݂] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ ∗  [ܪܲܦܣܰ]
+ ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ  ∗ ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [ℎ�݀݋ݎ�� − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉ ∗ ݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉−��݋ݎ݀�ℎ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [ℎ�݀݋ݎ�� − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉ + [ℎ�݀݋ݎ�� − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉ ∗  [ܪܲܦܣܰ]

33. Variación Carboxi-colestadienol ݀[݋ܾݎܽܥ�� − ݐ݀[݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ = ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ  ∗ ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ݈�݉ݎ݋݂] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ ∗ ݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ−݈�݉ݎ݋݂݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ݈�݉ݎ݋݂] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ + ݈�݉ݎ݋݂] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ ∗  [ܪܲܦܣܰ]
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− ͸ʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͸ʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ��݋ܾݎܽܿ] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ ∗ ݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ−��݋ܾݎܽܿ݉ܭ[ܲܦܣܰ] ∗ [ܲܦܣܰ] + ܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ��݋ܾݎܽܿ] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ + ��݋ܾݎܽܿ] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ ∗  [ܲܦܣܰ]
34. Variación Colestadienona ݀[ܽ݊݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܥ]݀ݐ = ͸ʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ  ∗ ͸ʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ��݋ܾݎܽܿ] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ ∗ ݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ−��݋ܾݎܽܿ݉ܭ[ܲܦܣܰ] ∗ [ܲܦܣܰ] + ܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ��݋ܾݎܽܿ] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ + ��݋ܾݎܽܿ] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ ∗ − [ܲܦܣܰ] ͹ʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͹ʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [ܽ݊݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ] ∗ ܽ݊݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [ܽ݊݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ] + [ܽ݊݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ] ∗  [ܪܲܦܣܰ]
35. Variación Zimosterol ݀[ܼ�݈݉݋ݎ݁ݐݏ݋]݀ݐ = ͹ʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ  ∗ ͹ʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [ܽ݊݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ] ∗ ܽ݊݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [ܽ݊݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ] + [ܽ݊݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ] ∗ − [ܪܲܦܣܰ] ͸݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͸݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��] ∗ ܯܣܵ݀ܭ[ܯܣܵ] ∗ ݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��݉ܭ + ݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��݉ܭ  ∗ [ܯܣܵ] + ܯܣܵ݉ܭ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��] + [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��] ∗  [ܯܣܵ]
36. Variación Fecosterol ݀[݈݋ݎ݁ݐݏ݋ܿ݁ܨ]݀ݐ = ͸݃ݎ݁ݐܽܿܭ  ∗ ͸݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��] ∗ ܯܣܵ݀ܭ[ܯܣܵ] ∗ ݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��݉ܭ + ݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��݉ܭ  ∗ [ܯܣܵ] + ܯܣܵ݉ܭ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��] + [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��] ∗ [ܯܣܵ] − ʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ݈݋ݎ݁ݐݏ݋݂ܿ݁݉ܭ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݂ܿ݁] + [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݂ܿ݁]  

37. Variación Episterol ݀[݈݋ݎ݁ݐݏ�݌ܧ]݀ݐ = ʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ  ∗ ʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ݈݋ݎ݁ݐݏ݋݂ܿ݁݉ܭ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݂ܿ݁] + [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݂ܿ݁] − ͵݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͵݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ�݌݁] ∗ ݈݋ݎ݁ݐݏ�݌݁݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ�݌݁] + [݈݋ݎ݁ݐݏ�݌݁] ∗  [ܪܲܦܣܰ]
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38. Variación Ergostatrienol ݀[݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݋݃ݎܧ]݀ݐ = ͵݃ݎ݁ݐܽܿܭ  ∗ ͵݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ�݌݁] ∗ ݈݋ݎ݁ݐݏ�݌݁݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ�݌݁] + [݈݋ݎ݁ݐݏ�݌݁] ∗  [ܪܲܦܣܰ]
− ͷ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͷ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] ∗ ݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݋݃ݎ݁݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] + [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] ∗  [ܪܲܦܣܰ]

39. Variación Ergostatetraenol ݀[݈݋݊݁ܽݎݐ݁ݐܽݐݏ݋݃ݎܧ]݀ݐ = ͷ݃ݎ݁ݐܽܿܭ  ∗ ͷ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] ∗ ݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݋݃ݎ݁݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] + [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] ∗  [ܪܲܦܣܰ]
− Ͷ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ Ͷ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋݊݁ܽݎݐ݁ݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] ∗ ݈݋݊݁ܽݎݐ݁ݐܽݐݏ݋݃ݎ݁݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋݊݁ܽݎݐ݁ݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] + [݈݋݊݁ܽݎݐ݁ݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] ∗  [ܪܲܦܣܰ]

40. Variación Ergosterol ݀[݈݋ݎ݁ݐݏ݋݃ݎܧ]݀ݐ = Ͷ݃ݎ݁ݐܽܿܭ  ∗ Ͷ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋݊݁ܽݎݐ݁ݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] ∗ ݈݋݊݁ܽݎݐ݁ݐܽݐݏ݋݃ݎ݁݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋݊݁ܽݎݐ݁ݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] + [݈݋݊݁ܽݎݐ݁ݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] ∗  [ܪܲܦܣܰ]
41. Variación H2O2 ݀[ܪʹܱʹ]݀ݐ = Ͷ ∗ ܫݐݎܿݐܽܿ݇  ∗ ܫݐݎܿ�݊ܧ ∗ [݋݊݁݋ݐ�ܨ] ∗ [ܱʹ]Ͷ[ܱʹ]Ͷ ∗ [݋݊݁݋ݐ�ܨ] + ݋݊݁݋ݐ�ܨ݉ܭ  ∗ [ܱʹ]Ͷ + Ͷ ∗ ʹܱ݉ܭ ∗ [݋݊݁݋ݐ�ܨ] ∗ [ܱʹ]͵ + ݋݊݁݋ݐ�ܨ݉ܭ ∗ ʹܱ݉ܭ ∗ [ܱʹ]͵ 

42. Variación ATP ݀[ܲܶܣ]݀ݐ = − ௘௥�ଵଶݐܽܿܭ ∗ ௘௥�ଵଶ�݊ܧ  ∗ [�ܧܯ] ∗ �ொ݀ܭ[ܲܶܣ] ௉��݉ܭ ∗ + �ொ݉ܭ  ∗ [ܲܶܣ] ௉��݉ܭ + ∗ [�ܧܯ] + [�ܧܯ] ∗ [ܲܶܣ] − ௠௩ௗଵݐܽܿ݇ ∗ ௠௩ௗଵ�݊ܧ ∗ [ܲܲ�ܧܯ] ∗ ொ�௉௉݀ܭ[ܲܶܣ] ∗ ௉��݉ܭ + ொ�௉௉݉ܭ ∗ [ܲܶܣ] + ௉��݉ܭ ∗ ܲ[ܲܲ�ܧܯ] + [ܲܲ�ܧܯ] ∗  [ܲܶܣ]
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− ሺͳܲܶܣ݉ܭ ∗ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܶܣ]∗[ܲ�ܧܯ]∗ͺ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ͺ݃ݎ݁ݐܽܿܭ + ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲ�ܧܯ] + ܲܶܣ݉ܭ ∗ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܶܣ]∗ܲ�ܧܯ݉ܭ + ܲܲ�ܧܯ݀ܭ∗ܲܦܣ݉ܭ[ܲܦܣ]∗ܲܲ�ܧܯ݉ܭ + ܲܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܲ�ܧܯ] + ܲܶܣ݉ܭ∗ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܶܣ]∗[ܲ�ܧܯ] + ܲܲ�ܧܯ݀ܭ∗ܲܦܣ݉ܭ∗ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܦܣ]∗[ܲ�ܧܯ]∗ܲܲ�ܧܯ݉ܭ + ܲܲ�ܧܯ݀ܭ∗ܲܶܣ݉ܭ∗ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܲ�ܧܯ]∗[ܲܶܣ]∗ܲ�ܧܯ݉ܭ + ܲܲ�ܧܯ݀ܭ∗ܲܦܣ݉ܭ[ܲܲ�ܧܯ]∗[ܲܦܣ] + ܲܦܣ݀ܭ∗ܲܶܣ݉ܭ∗ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܦܣ]∗[ܲܶܣ]∗[ܲ�ܧܯ] + ሻܲܲ�ܧܯ݀ܭ∗ܲܦܣ݉ܭ∗ܲܶܣ݀ܭ[ܲܲ�ܧܯ]∗[ܲܦܣ]∗[ܲܶܣ]  

+ �௖௔௧೐��8∗ ா௡�೐��8∗[�஽௉]∗[ொ�௉௉]�ௗ�ವು∗ �௠�ಶ�ುುሺͳ + [ொ�௉]�ௗ�ಶ�ು + �௠�ಶ�ು∗[��௉]�ௗ�ಶ�ು∗ �௠��ು + �௠�ಶ�ುು∗[�஽௉]�௠�ವು∗�ௗ�ಶ�ುು + [ொ�௉௉]�ௗ�ಶ�ುು + [ொ�௉]∗[��௉]�ௗ�ಶ�ು∗�௠��ು + �௠�ಶ�ುು∗[ொ�௉]∗[�஽௉]�ௗ�ಶ�ು∗�௠�ವು∗�ௗ�ಶ�ುು + �௠�ಶ�ು∗[��௉]∗[ொ�௉௉]�ௗ�ಶ�ು∗�௠��ು∗�ௗ�ಶ�ುು + [�஽௉]∗[ொ�௉௉]�௠�ವು∗�ௗ�ಶ�ುು + [ொ�௉]∗[��௉]∗[�஽௉]�ௗ�ಶ�ು∗�௠��ು∗�ௗ�ವು + [��௉]∗[�஽௉]∗[ொ�௉௉]�ௗ��ು∗�௠�ವು∗�ௗ�ಶ�ುುሻ  

43. Variación ADP ݀[ܲܦܣ]݀ݐ = ௘௥�ଵଶݐܽܿܭ ௘௥�ଵଶ�݊ܧ ∗ ∗ [�ܧܯ] ∗ �ொ݀ܭ[ܲܶܣ] ∗ ௉��݉ܭ  �ொ݉ܭ + ∗ [ܲܶܣ] ௉��݉ܭ + ∗ [�ܧܯ] + [�ܧܯ] ∗ [ܲܶܣ] + ௠௩ௗଵݐܽܿ݇ ∗ ௠௩ௗଵ�݊ܧ ∗ [ܲܲ�ܧܯ] ∗ ொ�௉௉݀ܭ[ܲܶܣ] ∗ ௉��݉ܭ + ொ�௉௉݉ܭ ∗ [ܲܶܣ] + ௉��݉ܭ ∗ ܲ[ܲܲ�ܧܯ] + [ܲܲ�ܧܯ] ∗  [ܲܶܣ]
+ ሺͳܲܶܣ݉ܭ ∗ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܶܣ]∗[ܲ�ܧܯ]∗ͺ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ͺ݃ݎ݁ݐܽܿܭ + ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲ�ܧܯ] + ܲܶܣ݉ܭ ∗ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܶܣ]∗ܲ�ܧܯ݉ܭ + ܲܲ�ܧܯ݀ܭ∗ܲܦܣ݉ܭ[ܲܦܣ]∗ܲܲ�ܧܯ݉ܭ + ܲܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܲ�ܧܯ] + ܲܶܣ݉ܭ∗ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܶܣ]∗[ܲ�ܧܯ] + ܲܲ�ܧܯ݀ܭ∗ܲܦܣ݉ܭ∗ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܦܣ]∗[ܲ�ܧܯ]∗ܲܲ�ܧܯ݉ܭ + ܲܲ�ܧܯ݀ܭ∗ܲܶܣ݉ܭ∗ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܲ�ܧܯ]∗[ܲܶܣ]∗ܲ�ܧܯ݉ܭ + ܲܲ�ܧܯ݀ܭ∗ܲܦܣ݉ܭ[ܲܲ�ܧܯ]∗[ܲܦܣ] + ܲܦܣ݀ܭ∗ܲܶܣ݉ܭ∗ܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܦܣ]∗[ܲܶܣ]∗[ܲ�ܧܯ] + ሻܲܲ�ܧܯ݀ܭ∗ܲܦܣ݉ܭ∗ܲܶܣ݀ܭ[ܲܲ�ܧܯ]∗[ܲܦܣ]∗[ܲܶܣ]  

− �௖௔௧೐��8∗ ா௡�೐��8∗[�஽௉]∗[ொ�௉௉]�ௗ�ವು∗ �௠�ಶ�ುುሺͳ + [ொ�௉]�ௗ�ಶ�ು + �௠�ಶ�ು∗[��௉]�ௗ�ಶ�ು∗ �௠��ು + �௠�ಶ�ುು∗[�஽௉]�௠�ವು∗�ௗ�ಶ�ುು + [ொ�௉௉]�ௗ�ಶ�ುು + [ொ�௉]∗[��௉]�ௗ�ಶ�ು∗�௠��ು + �௠�ಶ�ುು∗[ொ�௉]∗[�஽௉]�ௗ�ಶ�ು∗�௠�ವು∗�ௗ�ಶ�ುು + �௠�ಶ�ು∗[��௉]∗[ொ�௉௉]�ௗ�ಶ�ು∗�௠��ು∗�ௗ�ಶ�ುು + [�஽௉]∗[ொ�௉௉]�௠�ವು∗�ௗ�ಶ�ುು + [ொ�௉]∗[��௉]∗[�஽௉]�ௗ�ಶ�ು∗�௠��ು∗�ௗ�ವು + [��௉]∗[�஽௉]∗[ொ�௉௉]�ௗ��ು∗�௠�ವು∗�ௗ�ಶ�ುುሻ  

44. Variación Pi ݀[ܲ�]݀ݐ = ௠௩ௗଵݐܽܿ݇ ∗ ௠௩ௗଵ�݊ܧ ∗ [ܲܲ�ܧܯ] ∗ ொ�௉௉݀ܭ[ܲܶܣ] ∗ ௉��݉ܭ + ொ�௉௉݉ܭ ∗ [ܲܶܣ] + ௉��݉ܭ ∗ ܲ[ܲܲ�ܧܯ] + [ܲܲ�ܧܯ] ∗  [ܲܶܣ]
45. Variación CoA ݀[ܣ݋ܥ]݀ݐ = ͵ͳ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͵ͳ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [ܣ݋ܥܿܣ] ∗ ܣ݋ܥܿܣܿܣ݉ܭ[ܣ݋ܥܿܣܿܣ] ∗ [ܣ݋ܥܿܣ] ܣ݋ܥܿܣ݉ܭ + ∗ [ܣ݋ܥܿܣܿܣ] + [ܣ݋ܥܿܣ] ∗  [ܣ݋ܥܿܣܿܣ]

+

�೎ೌ�೐��భబ ∗  ಶ೙�೐��భబ ∗[�೎಴೚�]మ�೏�೎಴೚� ∗  �೘�೎಴೚� [�೎಴೚�]�೏�೎಴೚� + [�೎಴೚�]�೏�೎಴೚�  + [಴ೀమ]�೏಴೚మ + �೘಴೚మ∗[�೎�೎಴೚�]�೏಴೚మ∗ �೘�೎�೎಴೚� + [�೎಴೚�]మ�೏�೎಴೚� ∗ �೘�೎಴೚�  + [�೎಴೚�]∗[಴ೀమ]�೏�೎಴೚�∗ �೏಴೚మ +  [�೎಴೚�]∗[�೎�೎಴೚�]�೏�೎಴೚�∗�೏�೎�೎಴೚� + [಴ೀమ]∗[�೎�೎಴೚�]�೏಴೚మ∗�೘�೎�೎಴೚�     
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− �௖௔௧೐��భబ ∗  ா௡�೐��భబ ∗ [஼ைమ]∗[�௖�௖஼௢�]�ௗ಴೚మ ∗  �௠�೎�೎಴೚�[�௖஼௢�]�ௗ�೎಴೚�  + [�௖஼௢�]�ௗ�೎಴೚�  + [஼ைమ]�ௗ಴೚మ  +  �௠಴೚మ∗[�௖�௖஼௢�]�ௗ಴೚మ∗ �௠�೎�೎಴೚�  + [�௖஼௢�]మ�ௗ�೎಴೚� ∗ �௠�೎಴೚�  + [�௖஼௢�]∗[஼ைమ]�ௗ�೎಴೚�∗ �ௗ಴೚మ  + [�௖஼௢�]∗[�௖�௖஼௢�]�ௗ�೎಴೚�∗�ௗ�೎�೎಴೚�  +  [஼ைమ]∗[�௖�௖஼௢�]�ௗ಴೚మ∗�௠�೎�೎಴೚�          
+ ℎ௠�ଶݐܽܿܭ ∗ ℎ௠�ଶ�݊ܧ ∗ [ܣ݋ܥܩܯܪ] ∗ �ுெீ஼௢݉ܭଶ[ܪܲܦܣܰ] ∗ ே�஽௉ு݉ܭ ∗ [ܪܲܦܣܰ] +  ʹ ∗ ே�஽௉ு݉ܭ   ∗ [ܣ݋ܥܩܯܪ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + �ுெீ஼௢݉ܭ  ∗ ଶ[ܪܲܦܣܰ] + [ܣ݋ܥܩܯܪ] ∗  ଶ[ܪܲܦܣܰ]

46. Variación NADPH 

ݐ݀[ܪܲܦܣܰ]݀ = −ʹ ∗ ʹℎ݉݃ݐܽܿܭ ∗ ʹℎ݉݃�݊ܧ ∗ [ܣ݋ܥܩܯܪ] ∗ ܣ݋ܥܩܯܪ݉ܭʹ[ܪܲܦܣܰ] ∗ ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [ܪܲܦܣܰ] +  ʹ ܪܲܦܣܰ݉ܭ  ∗ ∗ [ܣ݋ܥܩܯܪ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] ܣ݋ܥܩܯܪ݉ܭ + ∗ ʹ[ܪܲܦܣܰ] + [ܣ݋ܥܩܯܪ] ∗  ʹ[ܪܲܦܣܰ]

− ͻ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͻܾ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [ܪܲܦܣܰ] ∗ ݁ݎܲ] − ܪܲܦܣܰ݀ܭ[ܿݏ݁ ∗ ܿݏ݁−݁ݎܲ݉ܭ + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ݁ݎܲ] − [ܿݏ݁ + ܿݏ݁−݁ݎܲ݉ܭ ∗ [ܪܲܦܣܰ] + [ܪܲܦܣܰ] ∗ ݁ݎܲ] − −[ܿݏ݁ ͳ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͳܽ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [ܪܲܦܣܰ] ∗ ܪܲܦܣܰ݀ܭ[ʹܱ] ∗ ʹܱ݉ܭ + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [ܱʹ] + ʹܱ݉ܭ ∗ [ܪܲܦܣܰ] + [ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܱʹ] 
− ͳͳ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͳͳܽ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݊ܽܮ] ∗ ݈݋ݎ݁ݐݏ݋݊ܽܮ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݊ܽܮ] + [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݊ܽܮ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] − ͳͳ݃ݎ݁ݐܽܿܭ  ∗ ͳͳܾ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ܿܣ] − [݈݋ℎ݋݈ܿܽ ∗ ݈݋ℎ݋݈ܿܽ−ܿܣ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ܿܣ] − [݈݋ℎ݋݈ܿܽ + ܿܣ] − [݈݋ℎ݋݈ܿܽ ∗  [ܪܲܦܣܰ]
ͳͳ݃ݎ݁ݐܽܿܭ − ∗ ͳͳܿ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ܿܣ] − ݈ܽ݀݁ℎ�݀݋] ∗ ݋݀�ℎ݈݁݀ܽ−ܿܣ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ܿܣ] − ݈ܽ݀݁ℎ�݀݋] + ܿܣ] − ݈ܽ݀݁ℎ�݀݋] ∗ +[ܪܲܦܣܰ] ͸ʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͸ʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱܱܥ ∗ ܪܱܱܥ−݉��݈�ݐ݁݉݉ܭ[ܲܦܣܰ] ∗ [ܲܦܣܰ] + ܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱܱܥ + [ʹܱܥ] ∗ Ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ − [ܲܦܣܰ] ∗ Ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀] ∗ ݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀] + [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀] ∗ − [ܪܲܦܣܰ] ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀] ∗ ݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀] + [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀] ∗ − [ܪܲܦܣܰ] ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱʹܪܥ ∗ ܪܱʹܪܥ−݉��݈�ݐ݁݉݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱʹܪܥ + ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱʹܪܥ ∗  [ܪܲܦܣܰ]
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− ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱܥ ∗ ܪܱܥ−݉��݈�ݐ݁݉݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱܥ + ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱܥ ∗ − [ܪܲܦܣܰ] ͹ʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͹ʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��݈�ݐ݁݉݋ݐ݁ܿ] ∗ ݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��݈�ݐ݁݉݋ݐ݁ܿ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��݈�ݐ݁݉݋ݐ݁ܿ] + [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��݈�ݐ݁݉݋ݐ݁ܿ] ∗ − [ܪܲܦܣܰ] ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉] ∗ ݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉] + [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉] ∗ − [ܪܲܦܣܰ] ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [ℎ�݀݋ݎ�� − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉ ∗ ݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉−��݋ݎ݀�ℎ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [ℎ�݀݋ݎ�� − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉ + [ℎ�݀݋ݎ�� − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉ ∗ − [ܪܲܦܣܰ] ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ݈�݉ݎ݋݂] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ ∗ ݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ−݈�݉ݎ݋݂݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ݈�݉ݎ݋݂] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ + ݈�݉ݎ݋݂] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ ∗  [ܪܲܦܣܰ]
+ ͸ʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͸ʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ��݋ܾݎܽܿ] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ ∗ ݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ−��݋ܾݎܽܿ݉ܭ[ܲܦܣܰ] ∗ [ܲܦܣܰ] + ܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ��݋ܾݎܽܿ] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ + ��݋ܾݎܽܿ] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ ∗ − [ܲܦܣܰ] ͹ʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͹ʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [ܽ݊݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ] ∗ ܽ݊݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [ܽ݊݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ] + [ܽ݊݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ] ∗  [ܪܲܦܣܰ]

− ͵݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͵݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ�݌݁] ∗ ݈݋ݎ݁ݐݏ�݌݁݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ�݌݁] + [݈݋ݎ݁ݐݏ�݌݁] ∗  [ܪܲܦܣܰ]
− ͷ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͷ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] ∗ ݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݋݃ݎ݁݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] + [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] ∗  [ܪܲܦܣܰ]
− Ͷ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ Ͷ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋݊݁ܽݎݐ݁ݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] ∗ ݈݋݊݁ܽݎݐ݁ݐܽݐݏ݋݃ݎ݁݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋݊݁ܽݎݐ݁ݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] + [݈݋݊݁ܽݎݐ݁ݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] ∗  [ܪܲܦܣܰ]
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47. Variación NADP+ 

ݐ݀[ܲܦܣܰ]݀ = ʹ ∗ ʹℎ݉݃ݐܽܿܭ ∗ ʹℎ݉݃�݊ܧ ∗ [ܣ݋ܥܩܯܪ] ∗ ܣ݋ܥܩܯܪ݉ܭʹ[ܪܲܦܣܰ] ∗ ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [ܪܲܦܣܰ] +  ʹ ܪܲܦܣܰ݉ܭ  ∗ ∗ [ܣ݋ܥܩܯܪ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] ܣ݋ܥܩܯܪ݉ܭ + ∗ ʹ[ܪܲܦܣܰ] + [ܣ݋ܥܩܯܪ] ∗  ʹ[ܪܲܦܣܰ]

+ ͻ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͻܾ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [ܪܲܦܣܰ] ∗ ݁ݎܲ] − ܪܲܦܣܰ݀ܭ[ܿݏ݁ ∗ ܿݏ݁−݁ݎܲ݉ܭ + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ݁ݎܲ] − [ܿݏ݁ + ܿݏ݁−݁ݎܲ݉ܭ ∗ [ܪܲܦܣܰ] + [ܪܲܦܣܰ] ∗ ݁ݎܲ] − +[ܿݏ݁ ௘௥�ଵݐܽܿܭ ∗ ௘௥�ଵ௕�݊ܧ ∗ [݋݈݊݁ܽݑܿݏܧ] ∗ ு௉ி݉ܭ[ܨܲܪ] ∗ [݋݈݊݁ܽݑܿݏܧ] + ா௦௖௨௔௟௘௡௢݉ܭ ∗ [ܨܲܪ] + [݋݈݊݁ܽݑܿݏܧ] ∗  [ܨܲܪ]
 

+ ͳͳ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͳͳܽ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݊ܽܮ] ∗ ݈݋ݎ݁ݐݏ݋݊ܽܮ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݊ܽܮ] + [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݊ܽܮ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ͳͳ݃ݎ݁ݐܽܿܭ  ∗ ͳͳܾ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ܿܣ] − [݈݋ℎ݋݈ܿܽ ∗ ݈݋ℎ݋݈ܿܽ−ܿܣ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ܿܣ] − [݈݋ℎ݋݈ܿܽ + ܿܣ] − [݈݋ℎ݋݈ܿܽ ∗  [ܪܲܦܣܰ]
௘௥�ଵଵݐܽܿܭ + ∗ ௘௥�ଵଵ௖�݊ܧ ∗ ܿܣ] − ݈ܽ݀݁ℎ�݀݋] ∗ ௖−௔௟ௗ௘ℎ�ௗ௢�݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ே�஽௉ு݉ܭ ∗ ܿܣ] − ݈ܽ݀݁ℎ�݀݋] + ܿܣ] − ݈ܽ݀݁ℎ�݀݋] ∗ [ܪܲܦܣܰ] − ௘௥�ଶ଺ݐܽܿܭ ∗ ௘௥�ଶ଺�݊ܧ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱܱܥ ∗ ௠௘௧�௟��௠−஼ைைு݉ܭ[ܲܦܣܰ] ∗ [ܲܦܣܰ] + ே�஽௉݉ܭ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱܱܥ + [ʹܱܥ] ∗ + [ܲܦܣܰ] Ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ Ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀] ∗ ݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀] + [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀] ∗ + [ܪܲܦܣܰ] ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀] ∗ ݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀] + [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉�݀] ∗ + [ܪܲܦܣܰ] ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱʹܪܥ ∗ ܪܱʹܪܥ−݉��݈�ݐ݁݉݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱʹܪܥ + ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱʹܪܥ ∗ + [ܪܲܦܣܰ] ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱܥ ∗ ܪܱܥ−݉��݈�ݐ݁݉݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱܥ + ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱܥ ∗ + [ܪܲܦܣܰ] ͹ʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͹ʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��݈�ݐ݁݉݋ݐ݁ܿ] ∗ ݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��݈�ݐ݁݉݋ݐ݁ܿ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��݈�ݐ݁݉݋ݐ݁ܿ] + [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��݈�ݐ݁݉݋ݐ݁ܿ] ∗ + [ܪܲܦܣܰ] ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉] ∗ ݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉] + [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉] ∗  [ܪܲܦܣܰ]
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+ ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [ℎ�݀݋ݎ�� − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉ ∗ ݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉−��݋ݎ݀�ℎ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [ℎ�݀݋ݎ�� − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉ + [ℎ�݀݋ݎ�� − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋݈ܿ�ݐ݁݉ ∗ + [ܪܲܦܣܰ] ͷʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͷʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ݈�݉ݎ݋݂] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ ∗ ݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ−݈�݉ݎ݋݂݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ݈�݉ݎ݋݂] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ + ݈�݉ݎ݋݂] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ ∗  [ܪܲܦܣܰ]
− ͸ʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͸ʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ��݋ܾݎܽܿ] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ ∗ ݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ−��݋ܾݎܽܿ݉ܭ[ܲܦܣܰ] ∗ [ܲܦܣܰ] + ܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ��݋ܾݎܽܿ] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ + ��݋ܾݎܽܿ] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ ∗ + [ܲܦܣܰ] ͹ʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͹ʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [ܽ݊݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ] ∗ ܽ݊݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [ܽ݊݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ] + [ܽ݊݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ] ∗  [ܪܲܦܣܰ]

+ ͵݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͵݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ�݌݁] ∗ ݈݋ݎ݁ݐݏ�݌݁݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ�݌݁] + [݈݋ݎ݁ݐݏ�݌݁] ∗  [ܪܲܦܣܰ]
+ ͷ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͷ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] ∗ ݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݋݃ݎ݁݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] + [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] ∗  [ܪܲܦܣܰ]
+ Ͷ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ Ͷ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋݊݁ܽݎݐ݁ݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] ∗ ݈݋݊݁ܽݎݐ݁ݐܽݐݏ݋݃ݎ݁݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋݊݁ܽݎݐ݁ݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] + [݈݋݊݁ܽݎݐ݁ݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] ∗  [ܪܲܦܣܰ]

48. Variación SAM ݀[ܵܯܣ]݀ݐ = − ͸݃ݎ݁ݐܽܿܭ  ∗ ͸݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��] ∗ ܯܣܵ݀ܭ[ܯܣܵ] ∗ ݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��݉ܭ + ݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��݉ܭ  ∗ [ܯܣܵ] + ܯܣܵ݉ܭ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��] + [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݉��] ∗  [ܯܣܵ]
49. Variación PPi ݀[ܲܲ�]݀ݐ = Ͳܽʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ Ͳܽʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [ܲܲܣܯܦ] ∗ ܲܲܣܯܦ݀ܭ[ܲܲܫ] ∗ ܲܲܫ݉ܭ + ܲܲܣܯܦ݉ܭ ∗ [ܲܲܫ] + ܲܲܫ݉ܭ ∗ [ܲܲܣܯܦ] + [ܲܲܣܯܦ] ∗ [ܲܲܫ]    + ͻ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͻܽ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ʹʹ[ܲܲܨ] ∗ ܲܲܨ݉ܭ ∗ [ܲܲܨ] +  ʹ[ܲܲܨ]

+ �௖௔௧೐��మబ್∗ா௡�೐��మబ್∗[ீ௉௉]∗[ூ௉௉]�ௗ�ುು∗�௠�ುು+�௠�ುು∗[ூ௉௉]+�௠�ುು∗[ீ௉௉]+[ீ௉௉]∗[ூ௉௉] +  [ܿݏ݁−݁ݎܲ]∗[ܪܲܦܣܰ]+[ܪܲܦܣܰ]∗ܿݏ݁−݁ݎܲ݉ܭ+[ܿݏ݁−݁ݎܲ]∗ܪܲܦܣܰ݉ܭ+ܿݏ݁−݁ݎܲ݉ܭ∗ܪܲܦܣܰ݀ܭ[ܿݏ݁−݁ݎܲ]∗[ܪܲܦܣܰ]∗ͻܾ݃ݎ݁�݊ܧ∗ͻ݃ݎ݁ݐܽܿܭ
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+ ͳݐݏܾݐܽܿܭ ∗ ͳݐݏܾ�݊ܧ ∗ [ܲܲܨ] ∗ ܲܲܨ݀ܭ[ܲܲܫ] ∗ ܲܲܫ݉ܭ + ܲܲܨ݉ܭ ∗ [ܲܲܫ] + ܲܲܫ݉ܭ ∗ [ܲܲܨ] + [ܲܲܨ] ∗ [ܲܲܫ] + ʹ ∗ ܽܤܻݐݎܿݐܽܿܭ ∗ ܽܤܻݐݎܿ�݊ܧ ∗ ܲܲܲܩ݀ܭʹ[ܲܲܩܩ] ∗ ܲܲܩܩ݉ܭ + ʹ ∗ ܲܲܩܩ݉ܭ ∗ [ܲܲܩܩ] +  ʹ[ܲܲܩܩ]

50. Variación CO2 ݀[ܱܥʹ]݀ݐ = ͳ݀ݒ݉ݐܽܿ݇ ∗ ͳ݀ݒ݉�݊ܧ ∗ [ܲܲ�ܧܯ] ∗ ܲܲ�ܧܯ݀ܭ[ܲܶܣ] ∗ ܲܶܣ݉ܭ + ܲܲ�ܧܯ݉ܭ ∗ [ܲܶܣ] + ܲܶܣ݉ܭ ∗ ܲ[ܲܲ�ܧܯ] + [ܲܲ�ܧܯ] ∗ +[ܲܶܣ] ͸ʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͸ʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱܱܥ ∗ ܪܱܱܥ−݉��݈�ݐ݁݉݉ܭ[ܲܦܣܰ] ∗ [ܲܦܣܰ] + ܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ݉��݈�ݐ݁݉] − [ܪܱܱܥ + [ʹܱܥ] ∗  [ܲܦܣܰ]
+ ͸ʹ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͸ʹ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ��݋ܾݎܽܿ] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ ∗ ݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ−��݋ܾݎܽܿ݉ܭ[ܲܦܣܰ] ∗ [ܲܦܣܰ] + ܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ��݋ܾݎܽܿ] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ + ��݋ܾݎܽܿ] − [݈݋݊݁�݀ܽݐݏ݈݁݋ܿ ∗  [ܲܦܣܰ]

51. Variación HCOOH ݀[ܪܱܱܥܪ]݀ݐ = ͳͳ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͳͳܿ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ܿܣ] − ݈ܽ݀݁ℎ�݀݋] ∗ ݋݀�ℎ݈݁݀ܽ−ܿܣ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ܿܣ] − ݈ܽ݀݁ℎ�݀݋] + ܿܣ] − ݈ܽ݀݁ℎ�݀݋] ∗  [ܪܲܦܣܰ]
52. Variación H+ 

ݐ݀[+ܪ]݀ = −ʹ ∗ ʹℎ݉݃ݐܽܿܭ ∗ ʹℎ݉݃�݊ܧ ∗ [ܣ݋ܥܩܯܪ] ∗ ܣ݋ܥܩܯܪ݉ܭʹ[ܪܲܦܣܰ] ∗ ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [ܪܲܦܣܰ] +  ʹ ܪܲܦܣܰ݉ܭ  ∗ ∗ [ܣ݋ܥܩܯܪ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] ܣ݋ܥܩܯܪ݉ܭ + ∗ ʹ[ܪܲܦܣܰ] + [ܣ݋ܥܩܯܪ] ∗  ʹ[ܪܲܦܣܰ]

− ͻ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͻܾ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [ܪܲܦܣܰ] ∗ ݁ݎܲ] − ܪܲܦܣܰ݀ܭ[ܿݏ݁ ∗ ܿݏ݁−݁ݎܲ݉ܭ + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ݁ݎܲ] − [ܿݏ݁ + ܿݏ݁−݁ݎܲ݉ܭ ∗ [ܪܲܦܣܰ] + [ܪܲܦܣܰ] ∗ ݁ݎܲ] − −[ܿݏ݁ ͳ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͳܽ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [ܪܲܦܣܰ] ∗ ܪܲܦܣܰ݀ܭ[ʹܱ] ∗ ʹܱ݉ܭ + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [ܱʹ] + ʹܱ݉ܭ ∗ [ܪܲܦܣܰ] + [ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܱʹ] 
− ͳͳ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͳͳܽ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݊ܽܮ] ∗ ݈݋ݎ݁ݐݏ݋݊ܽܮ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݊ܽܮ] + [݈݋ݎ݁ݐݏ݋݊ܽܮ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] − ͳͳ݃ݎ݁ݐܽܿܭ  ∗ ͳͳܾ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ ܿܣ] − [݈݋ℎ݋݈ܿܽ ∗ ݈݋ℎ݋݈ܿܽ−ܿܣ݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ ܿܣ] − [݈݋ℎ݋݈ܿܽ + ܿܣ] − [݈݋ℎ݋݈ܿܽ ∗  [ܪܲܦܣܰ]
௘௥�ଵଵݐܽܿܭ − ∗ ௘௥�ଵଵ௖�݊ܧ ∗ ܿܣ] − ݈ܽ݀݁ℎ�݀݋] ∗ ௖−௔௟ௗ௘ℎ�ௗ௢�݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ே�஽௉ு݉ܭ ∗ ܿܣ] − ݈ܽ݀݁ℎ�݀݋] + ܿܣ] − ݈ܽ݀݁ℎ�݀݋] ∗ [ܪܲܦܣܰ] − ௘௥�ଷݐܽܿܭ ∗ ௘௥�ଷ�݊ܧ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ�݌݁] ∗ ௘௣�௦௧௘௥௢௟݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ே�஽௉ு݉ܭ ∗ [݈݋ݎ݁ݐݏ�݌݁] + [݈݋ݎ݁ݐݏ�݌݁] ∗  [ܪܲܦܣܰ]



149 

 

 

 

− ͷ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ ͷ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] ∗ ݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݋݃ݎ݁݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] + [݈݋݊݁�ݎݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] ∗  [ܪܲܦܣܰ]
− Ͷ݃ݎ݁ݐܽܿܭ ∗ Ͷ݃ݎ݁�݊ܧ ∗ [݈݋݊݁ܽݎݐ݁ݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] ∗ ݈݋݊݁ܽݎݐ݁ݐܽݐݏ݋݃ݎ݁݉ܭ[ܪܲܦܣܰ] ∗ [ܪܲܦܣܰ] + ܪܲܦܣܰ݉ܭ ∗ [݈݋݊݁ܽݎݐ݁ݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] + [݈݋݊݁ܽݎݐ݁ݐܽݐݏ݋݃ݎ݁] ∗  [ܪܲܦܣܰ]


