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Lipases sdo enzimas capazes de catalisar a hidrélise de glicerideos em &4cidos
graxos e glicerol, apresentando diversos usos industriais. Contudo, € necessdrio para
que os custos de producdo diminuam. Leveduras como Yarrowia lipolytica sao
promissoras para a producdo de lipases a custos baixos. Nesse trabalho, um modelo
estruturado e ndo-segregado foi construido para descrever a producdo de lipases por
Yarrowia lipolytica e outras varidveis importantes ao Pprocesso como 0xigeénio
dissolvido. O modelo construido possui 25 parametros, sendo que a andlise de
sensibilidade mostrou que apenas 6 eram significativos. Os parametros indicados como
relevantes nesse modelo foram estimados a partir de dados experimentais existentes na
literatura e retornaram perfis temporais satisfatorios para a descricdo do bioprocesso.
Com isso, foi possivel identificar modos de condug¢do do processo que promovesse
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biomassa e uso de batelada alimentada. . Essas simulacdes posteriores mostraram um
possivel aumento em torno de 30% na produtividade do sistema com relacdo as

condicdes base, i.e., de onde os dados experimentais foram obtidos.
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Lipases are enzymes able to catalyze the hydrolysis of glycerides to fatty acids
and glycerol, showing several industrial. However, it is necessary to lower fabrication
costs. Yeasts as Yarrowia lipolytica show large potential for lipase production with low
production costs. In this work, a structured, non-segregated model was created to
describe the lipase production and other variables, e.g. dissolved oxygen, by Yarrowia
lipolytica. The model has 25 parameters, but only 6 being significant, as found in a
sensibility analysis . These model’s relevant parameters were estimated from
experimental data found in the literature and returned good time profiles describing the
bioprocess. With these values, it was able to identify different conducting strategies that
could promote increases in lipase’s production, as higher initial biomass concentration
and fed-batch mod. These further simulations showed that a 30% increase in the
process’s productivity is possible when compared to the original conditions which

provided the data.
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1 Introducao

As lipases sdo enzimas que possuem uma vasta gama de utilizacdes, desde
tratamento de residuos, em detergentes, modificacio de alimentos, entre outros.
Pesquisas apresentam um grande potencial para vérios usos, como por exemplo, a
producdo de biocombustiveis. Os problemas na utilizacdo das lipases para estes outros
usos costumam se relacionar com o custo efetivo ainda elevado dessas enzimas, sendo
que uma das maneiras de se procurar diminuir essa questdo € a busca de novas formas

de obtenc¢do de lipases, incluindo novos microorganismos produtores.

Yarrowia lipolytica é uma levedura ndo convencional, ndo patogénica,
estritamente aerébia, normalmente encontrada em ambientes com grande quantidade de
substratos hidrofébicos (BEOPOULOS et al., 2009; BARTH e GAILLARDIN, 1997).
E estudada ji ha mais de 60 anos, quando ainda era classificada no género Candida,
devido a forte relacdo com aspectos do metabolismo de substratos hidrofébicos, como
producdo de emulsionantes, acimulo de 6leos e gorduras, sintese de lipases e outros
(BARTH e GAILLARDIN, 1997). AMARAL et al. (2007b) demonstraram que essa
levedura pode ser utilizada para producdo de lipases num reator multifisico, onde a
presenca de um perfluorcarboneto (PFC) como uma segunda fase liquida permitiu uma
melhor transferéncia de oxigénio para o meio reacional, fator limitante em fermentacoes
com o uso de microrganismos estritamente aerdbios. Esse trabalho forneceu dados
cinéticos de producdo de lipases (sem o uso de PFC) que possibilitam o estudo e a

modelagem do crescimento celular e da producao de lipases por Yarrowia lipolytica.

Um modelo matemédtico tem como objetivo descrever quantitativamente um
fendmeno de qualquer natureza. Eles sdo largamente utilizados nas ciéncias exatas e
bioldgicas para prever o comportamento de sistemas ou fatos que ja ocorreram. Na
engenharia de bioprocessos, modelos matemdticos sao de suma importancia, ja que

modelos qualitativos ndo sdo adequados a resolver todas as questdes pertinentes.

No que tange a producdo de lipases, a imensa maioria dos trabalhos publicados

utiliza algum planejamento experimental estatistico, como uma parte considerdvel dos



trabalhos na engenharia de bioprocessos. Esses planejamentos sdo utilizados tanto para
otimizacdo de meios de cultivo quanto para definicdo de parametros 6timos de operagdao
do processo. Apesar de sua grande utilidade, os modelos de planejamento experimental
sao restritos a otimizagdes de varidveis de resposta de um processo, nao tendo como
proposito serem modelos preditivos, expansiveis ou escalondveis para situacdes pouco
diferentes das utilizadas nos experimentos que originaram a otimizac¢ao, pois Sa0 muito
restritos as condi¢des em que foram executados. Devido a essas limita¢des, ndo sdo
modelos adequados a, por exemplo, simulacdes de processos em outras formas de
conducdo diferentes das originalmente utilizadas (simula¢do de processos continuos
com equacdes de batelada e vice-versa). Outros tipos de modelos devem ser adotados

para tais fins.

Um modelo baseado em um conjunto de balangos de massa para cada um dos
componentes, com parametros ajustdveis e tendo base empirica e/ou tedrica, se
apresenta mais adequado para tal fim. No entanto, modelos como esses sdo mais dificeis
de serem construidos, demandando mais tempo e estudo sobre o bioprocesso, o que
normalmente se traduz em mais experimentos a serem feitos. A disponibilidade de
poder computacional para a simulacdo do modelo e estimacdo dos parametros, contudo,
torna atraente essa abordagem. Além do mais, modelos desse tipo permitem um melhor
entendimento do processo como um todo, mostrando como ocorre a influéncia de uma
varidavel sobre outra de uma maneira mais fécil, ao invés de agregar influéncias de uma

forma ndo transparente, como os modelos oriundos de planejamentos experimentais.

Modelos tradicionais sdo também mais indicados para o controle de processos,
onde a existéncia de equacdes de balanco de massa possibilita usar técnicas ja
conhecidas para tal fim, facilitando sua posterior implementagdo num processo
industrial real. Um modelo tradicional permite que o processo seja escalonado tanto no
sentido de aumento do seu porte (scale up), que ocorre quando processos realizados em
laboratério sdo passados para escalas maiores (escala piloto e, possivelmente, escala
industrial), quanto a diminuicao do seu porte (scale down), quando se pretende que um
processo industrial torne-se mais eficiente, mas ndao se pode (ou ndo € conveniente)

realizar experimentos numa planta industrial.



2 Objetivos

O objetivo geral da presente dissertacdo foi o desenvolvimento de um modelo
matematico para a produgdo de lipase por Yarrowia lipolytica em biorreator, visando a
estimacdo de parametros cinéticos e estequiométricos que descrevessem O sistema
experimental, bem como a otimiza¢do de estratégias operacionais, tendo como objetivo

um maior rendimento.

Os objetivos especificos desse trabalho foram delineados para:

1. Construir um modelo para o bioprocesso de modo que seja representativo do
processo, evitando parametrizacdo excessiva e que descreva os fendomenos do
processo de producgdo de lipase por Yarrowia lipolytica;

2. Realizar uma andlise paramétrica e das condi¢des de operacdo do modelo, a fim
de avaliar os parametros e as varidveis operacionais mais relevantes, i.e., aqueles
que mais influenciam nas respostas do sistema;

3. Estimar os parametros do modelo empregando dados experimentais;

4. Simular diferentes formas de conduc¢do do bioprocesso, como bateladas

alimentadas, visando a otimiza¢ao do mesmo.



3 Revisao bibliografica

3.1 Lipases

Os triglicerideos (ou triacilglicerdis) sao moléculas compostas por uma molécula
de glicerol esterificada com 1 a 3 4cidos graxos, que sdo 4cidos carboxilicos com cadeia
carboOnica relativamente longa (mais de 4 atomos de carbonos). Eles constituem o maior

componente de 6leos e graxas encontrados na natureza. (STRYER et al., 2004)

Lipases (EC 3.1.1.3) sdo catalisadores bioldgicos capazes de promover uma
série de reacdes envolvendo as ligagdes éster dos triglicerideos; elas se diferenciam das
esterases por hidrolisar especificamente ésteres onde o dcido graxo possui cadeia longa
e normalmente insolivel em 4gua, enquanto as esterases hidrolisam ésteres de cadeia
graxa curta, gerando carboxilatos soliveis em dgua (CHAHINIANA e SARDA, 2009).
As lipases podem ser encontradas em quase todas as formas de vida, dada a sua
importancia. (SHARMA et al., 2001), sendo sua principal funcdo nos organismos a de
hidrdlise dos triacilglicerdis para uso na obtencdo de energia. Porém, ao longo do
tempo, foi descoberta uma grande capacidade dessas enzimas para reversao da hidrélise,
alcodlise, e transesterificacio de triglicerideos. Como se trata de um equilibrio quimico,
as concentracdes dos reagentes sdo as principais varidveis que influenciam em quais as

reagdes ocorrem predominantemente.

3.1.1 Estrutura e funciao

As lipases possuem dissacarideos ligados covalentemente a sua cadeia peptidica
(glicoproteinas) com uma massa molar dentro da faixa de 20kDa a 60kDa. Sua atividade

especifica estd em torno de 1000UT a 10000UT (SHARMA et al., 2001).

As lipases ndo possuem uma quantidade maior de aminodcidos lipofilicos do
que outras enzimas e proteinas. Entretanto, as lipases sdo soldveis em meio aquoso e
também possuem uma grande capacidade de interagir com substancias apolares. Isso

demonstra que possuem partes polares e apolares em sua drea externa, mostrando uma



estrutura primdria com seqii€éncias predominantemente polares para solubilizacdo em
meio aquoso, alternando com seqiiéncias apolares para interagdo com fases apolares
(FOJAN et al., 2000). As lipases também possuem uma area superficial maior que as
outras proteinas, favorecendo ainda mais a interacdo das enzimas em meios de

polaridades diferentes e maior solubiliza¢do. (JAEGER e REETZ, 1998)

A grande vantagem das lipases possuirem partes apolares em sua superficie € o
fato dessas regides interagirem com fases apolares compostas de Oleos e graxas
(CIAFARDINI et al., 2006). Isso permite que as enzimas consigam maior acesso aos
triglicerideos, dada a baixa solubilidade dos mesmos na fase aquosa (JAEGER e
REETZ, 1998). Ocorre, entdao, a formagdao de um equilibrio entre as lipases livres no
meio aquoso e as lipases agregadas a fase apolar, dependente da quantidade dessa fase

dispersa no meio aquoso. (PAIVA et al., 2000)

As lipases possuem entre 2% e 15% em massa de dissacarideos,
predominantemente manose, sendo seguida de galactose, xilose e arabinose. Esses
carboidratos ndo sdo fazem parte do sitio ativo da enzima, tendo como func¢do diminuir
a quebra de sua estrutura pela acdo de proteases extracelulares, facilitar o acesso da

enzima ao substrato e melhorar sua solubilidade em dgua (JAEGER e REETZ, 1998).

O sitio ativo das lipases € constituido por uma triade de aminodcidos serina,
aspartato e histidina em seqiiéncia (Ser-Asp-His) (JAEGER e REETZ, 1998). O n-
glicerideo sofre um ataque nucleofilico pela serina em um dos carbonos das carboxilas
esterificadas. Nesse momento é liberado um (n-1)-glicerideo, ficando o acido graxo
ainda ligado a enzima. A continuacdo da reacdo depende do préximo nucledfilo
disponivel no meio reacional (dgua, dlcool ou até mesmo outro glicerideo); esse
nucledfilo ataca o dcido graxo e s6 depois o dcido graxo se separa da enzima com seu
novo ligante (STRYER, 2004). Esse mecanismo é normalmente chamado de Ping-Pong
Bi Bi, ja que conta com entradas e saidas coordenadas (Ping-Pong) de dois substratos e
dois produtos (Bi Bi) JAEGER e REETZ, 1998; STAMENKOVIC et al., 2011; PAIVA
et al., 2000).



3.1.2 Influéncia do meio e de fatores operacionais na atividade de lipases

As lipases possuem um pH 6timo de atividade catalitica na faixa entre 6 e 8.
Algumas lipases produzidas por bactérias conseguem ter atividade em valores de pH
relativamente altos, como 11, enquanto outras possuem atividade lipolitica em valores
de pH baixos, como as produzidas pela bactéria Chromobacterium viscosum. Essa
caracteristica pode se tornar uma vantagem no uso industrial das lipases, ji que a
hidrdlise de triglicerideos naturalmente abaixa o pH do meio reacional, ao gerar 4dcidos

livres (SANGEETHA et al., 2011).

As lipases apresentam atividade razoavelmente estivel sob temperatura
ambiente. Algumas lipases conseguem ser estdveis numa temperatura maior € possuem
potencial de uso industrial. Porém, normalmente as lipases apresentam perda de
atividade catalitica por volta de 40°C, como as lipases pancredticas e as lipases
extracelulares microbianas. Entretanto, alguns organismos como a bactéria
Chromobacterium viscosum produzem lipases que podem ser estaveis até 60°C.
Algumas bactérias do gé€nero Pseudomonas conseguem produzir lipases capazes de

sustentar atividade aprecidvel até 70°C (SANGEETHA et al., 2011).

Durante a producdo de lipases, outros fatores podem influenciar a atividade
lipolitica, tais como a producdo de proteases concorrentemente a produgdo das lipases.
Proteases sdo enzimas responsédveis por quebrar ligacdes entre aminodcidos especificos
de uma cadeia protéica, tornando-a ndo-funcional. As proteases sd@o normalmente
produzidas de modo que o microorganismo seja capaz de utilizar algum recurso do meio
de fermentacdo ou como estratégia de defesa contra outros organismos. Essa produgao
de proteases normalmente estd associada ao crescimento do micro-organismo e,
dependendo do mesmo, pode tornar invidvel a producdo de enzimas ativas em
bioprocessos. Normalmente o efeito mais pronunciado da ag¢do das proteases se dd na
fase estaciondria do processo, onde o crescimento da biomassa e a produgdo das
enzimas de interesse ja cessaram e somente a atividade proteolitica influi na atividade

lipolitica do meio (OUEDRAOGQO et al., 2011).



Além dos fatores previamente mencionados, a concentracdo de co-fatores
enzimaticos ou a concentracdo idnica do meio podem influenciar a atividade da lipase
ao longo da sua producdo. Um recurso utilizado para a hidrdlise de glicerideos ¢é
adicionar fons célcio ao meio, ja que os sais formados entre os carboxilatos (vindos dos
acidos graxos) e o cdlcio sdo insoliveis em meio aquoso, deslocando assim o equilibrio
quimico no sentido da hidrdlise dos glicerideos presentes. Concentracdes baixas de
surfactantes podem melhorar a taxa de reacdo das lipases devido ao aumento da
solubilidade dos dleos e graxas no meio; porém um excesso acaba bloqueando o acesso
das enzimas ao substrato (SANGEETHA et al., 2011). Além disso, o proprio consumo

do substrato pode fazer com que o equilibrio favoreca o sentido da hidrolise.

3.1.3 Especificidade de enzimas

As lipases podem realizar o ataque aos triglicerideos em 3 pontos, um em cada
acido graxo esterificado ao glicerol. Algumas lipases podem possuir especificidades
com relagdo a quais pontos elas atacam. Essa caracteristica das lipases € de grande
importancia para a utilizacdo industrial posterior das mesmas, ja que vdarias matérias
primas e produtos dependem do tipo e da taxa de reagdo que as enzimas promovem. As
lipases sdo divididas em dois grandes grupos quanto a sua especificidade: lipases

especificas e lipases ndo especificas.

As lipases ndo-especificas podem atacar todas as posi¢des do triglicerideo,
gerando os diglicerideos e monoglicerideos correspondentes [(1-2), (1-3) e (2-3)-
diglicerideos]. Algumas leveduras do género Candida produzem lipases nao-

especificas. (OZTURK, 2001, MONTESINOS, 1993)

As lipases especificas apresentam atividade nas posicdes 1 ou 3 do triglicerideo.
Quando a lipase age em triglicerideos, ela gera o diglicerideo correspondente [(1,2) ou
(2,3)-diglicerideo] ou o 2-monoglicerideo, caso a enzima tenha atacado um diglicerideo.
Ocorre que os diglicerideos (1,2) e (2,3) ndo sdo estdveis e passam a configuracao (1,3),
com a migracdo do 4cido graxo esterificado na posicdo 2 para a ponta livre; no caso do

2-monoglicerideo, o dcido graxo migra para uma ponta do glicerol (automaticamente



passando a ser essa posicao a de nimero 1). Devido a esse equilibrio, normalmente a
liberacdo de 4cidos graxos no meio € tdo maior quanto a concentracdo de glicerideos
com maior nimero de dcidos graxos esterificados. Ou seja, a atividade € alta quando ha
uma concentragcdo maior de triglicerideos e vai diminuindo a medida que a
predominancia dos glicerideos passa a ser dos diglicerideos e posteriormente dos
monoglicerideos, até a quebra total das ligacdes éster entre o glicerol e os 4cidos graxos.
E provével que a especificidade dessas enzimas seja derivada de um impedimento no
acesso a posicao 2 pelo sitio ativo, derivado da estrutura tercidria das lipases

especificas. (OZTURK, 2001)

Tabela 3.1 — Micro-organismos produtores de lipases quanto a especificidade

(MONTESINOS, 1993)

Produtores de lipases especificas Produtores de lipases ndo-especificas
Aspergillus niger Candida rugosa

Candida deformans Corynebacterium acnes

Humicola lanuginosa Geotrichum candidum

Mucor javanicus Penicilium cyclopium

Pseudomonas fluorescens Propionibacterium acnes

Rhizopus arrhizus Staphylococus aureus

Rhizopus delemar

Yarrowia lipolytica

Ainda hé casos de especificidade de enzimas quanto ao tamanho da cadeia dos
acidos graxos, dando preferéncia a cadeias curtas (como a lipase de Penicillium
cyclopium) e de cadeias mais longas (lipase de Rhizopus delemar). Também ha casos de
especificidade quanto a presenca ou ndo de insaturacdes na cadeia lateral dos acidos
graxos presentes no glicerideo (como a de Geotrichum candidum) (MONTESINOS,
1993).




3.1.4 Utilizacao das lipases

As lipases podem ser utilizadas em um nimero vasto de situagdes, produtos e
processos industriais, devido a versatilidade, presenca ou necessidade de modificagcao de
glicerideos em vérios aspectos da vida cotidiana e da tecnologia, condi¢des ambientais
de uso etc. As caracteristicas comuns entre as enzimas (com as lipases inclusas) de
atividade em temperaturas proximas a ambiente e especificidade de reacdes as tornam
interessantes para uso. Cada drea tem uma necessidade especifica na qual as lipases

podem cumprir uma tarefa, melhorar ou até mesmo substituir algum processo ja

existente (COELHO et al., 2008).

A industria de detergentes € muito favorecida pelo uso de lipases na formulagao
dos produtos, ja que gorduras estdo largamente presentes em manchas em diversos
itens, como roupas, utensilios e equipamentos. A lavagem sob temperaturas baixas faz
com que as gorduras ndo sejam removidas plenamente, demandando mais esforco e

produtos, além de condicdes mais severas de limpeza (HASAN et al., 2010).

Na drea de tratamento de residuos, a adicao de lipases pode ser de grande auxilio
no tratamento de efluentes com grande quantidade de gordura, situagdo encontrada na
inddstria de laticinios, matadouros e esgoto urbano, tornando mais eficiente a

degradacdo da gordura em tratamentos secundarios (HASAN et al., 2006).

A industria de 6leos vegetais ndo destinados a fabricacdo de biodiesel também
oferece grandes possibilidades de uso para as lipases, aumentando o rendimento do
processo de refino de 6leos. Além disso, a capacidade de modificacdo de dleos de
diversas pode ser util para: sintese de Oleos com caracteristicas de saturacdo
diferenciadas, aumentando o valor agregado dos produtos; sintese de glicerideos que
possuam caracteristicas de ponto de fusdo especiais, para a producdo de margarinas;
sintese de alcodis graxos, muito utilizados pela indudstria alimenticia devido a

capacidade emulsionante (BHOSLE & SUBRAMANIAN, 2005).



Além dos usos gerais das lipases descritos anteriormente, o uso de lipases na
producdo de biodiesel tem se mostrado promissor nos ultimos tempos, tendo recebido
atencdo de novas pesquisas para resolucdo de questdes que possibilitem seu uso em

escala industrial (ROYON et al., 2007).

3.1.4.1 Lipases na producao de biodiesel

Ao longo dos tultimos tempos, o biodiesel assumiu uma posi¢do de destaque nos
esfor¢cos mundiais para a diminui¢do do consumo de petréleo no mundo e utilizagdo de
fontes renovaveis de energia. A relativa proximidade da escassez de petrdleo e as
mudancas climdticas resultantes da liberacdo do carbono preso ha milhdes de anos
fizeram com que pesquisas para a substituicdo de seus derivados fossem iniciadas,
sendo o biodiesel forte candidato ao lugar do diesel (ROYON et al., 2007). Os 6leos
vegetais poderiam ser utilizados diretamente como combustivel, caso fossem
misturados ao diesel comum a uma propor¢ao correta (ou blending), para usos que nao
requisitassem muito tempo de conservagdo. Entretanto, para substitui¢ao direta do 6leo
diesel, esse uso traria diversas desvantagens, pois os Oleos vegetais possuem
caracteristicas fisico-quimicas diferentes do diesel como acidez elevada (devido a
hidrdlise dos glicerideos), viscosidade mais alta, ponto de fulgor mais baixo etc. Essas
desvantagens podem ser razoavelmente amenizadas com a esterificacdo dos &cidos
graxos dos glicerideos com alcodis de baixa massa molar (de 1 a 3 d&tomos de carbono)

(ANTCZAK et al., 2009).

A tecnologia mais usada para fabricacdo de biodiesel é a catdlise alcalina, que
utiliza bases inorganicas fortes (como soda ou potassa cdustica) para promover a sintese
dos ésteres de alcodis de cadeia curta. O processo € eficiente do ponto de vista industrial
e economicamente vantajoso, porém as operacdes de downstream como separacao do
catalisador e recuperagdo do élcool ndo reagido costumam ser dificeis e aumentam
consideravelmente o custo do processo (LEUNG et al., 2010; MARCHETTI et al.,
2007).
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A utilizacdo de lipases como catalisadores da reacdo de sintese de biodiesel
consegue fazer com que as etapas de downstream sejam mais faceis e baratas de serem
realizadas, além de mais seguras. As condi¢des de temperatura do processo também sdo
mais interessantes, ja que no caso da catdlise alcalina, as temperaturas estdo acima da
ambiente, demandando mais utilidades numa planta quimica (MARCHETTI et al.,

2007).

Atualmente a principal desvantagem apresentada na utilizacdo de lipases para
fabricacdo de biodiesel é o seu custo de producdo ainda muito elevado, além da
desativacdo da enzima ao longo do tempo de operacdo devido a concentragdo de dlcool,
0 que aumenta ainda mais os custos de producao. Para amenizar esses problemas, varias
abordagens estdo sendo usadas, como: engenharia genética para obtencdo de enzimas
mais resistentes ao meio de produgdo; utilizacdo de co-solventes no meio reacional para
diminuir os efeitos da inibi¢do pelo dlcool e; imobiliza¢do de enzimas em suportes para
reutilizagdo mais eficaz do biocatalisador. Muitos trabalhos ja utilizam, por exemplo,
enzimas imobilizadas em meios com co-solvente para a producdo de biodiesel, com
resultados interessantes (ANTCZAK et al., 2009; ROYON et al., 2007; SHIMADA et
al., 1999; WATANABE et al., 2000).

3.1.5 Producao de lipases

As lipases sdo produzidas por diversos tipos de organismos, desde bactérias e
leveduras até animais e plantas, uma vez que os lipidios apresentam diversas fun¢des na
natureza. Entretanto, devido a facilidade de cultivo em larga escala, conhecimento
acumulado ao longo do tempo e novas técnicas de selecdo e engenharia genética, a

producdo microbiana de lipases se destaca perante as demais (TREICHEL et al., 2010).
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3.1.5.1 Lipases produzidas por leveduras

Vérios micro-organismos sao capazes de produzir lipases, mas o uso de
leveduras apresenta varios pontos favordveis, como adaptabilidade maior com relagado a
mudancas ambientais no meio de cultivo e tempos de crescimento menores, quando
comparados aos fungos filamentosos. Além disso, possuem uma estabilidade genética
maior que bactérias, evitando assim que mutacdes ocorrentes ao longo do processo que

o afetem negativamente (PEREIRA-MEIRELES, 1997, apud AMARAL, 2008).

A principal referéncia na producgdo de lipases por leveduras € o género Candida,
mais notadamente as espécies C. rugosa e C. antarctica. Ainda assim, muitas outras
leveduras também foram alvo de investigacdo quanto a produgdo de lipases, como
diversas espécies do género Pichia, Yarrowia lipolytica, Trichosporon asteroids,
Toluraspora globosa e outras (VAKHLU e KOUR, 2006). Novas leveduras ou
linhagens diferentes destas sdo descobertas normalmente, como o indica o trabalho de
Ciafardini (2006), onde linhagens de Saccharomyces cerevisiae e Williopsis californica
com grande potencial de producdo de lipases foram identificadas em azeite de oliva

fresco. Essas linhagens podem ser utilizadas para o tratamento do efluente da producdo

do préprio processo.

3.1.5.2 Meios de cultivo

A maior parte das lipases microbianas é produzida e transportada para o meio
extracelular, onde pode atuar na hidrélise do substrato lipidico. De uma maneira geral, a
presenca de lipidios no meio extracelular € um indutor da producao de lipases, tendo os
meios constituidos dessa fonte de carbono uma maior produtividade quanto a lipases
(TREICHEL et al., 2010). Entretanto, Yarrowia lipolytica IMUFRJ utilizada por
Amaral (2007) nao necessitou dessa fonte de carbono para produzir lipases, tendo
utilizado glicose para esse fim. O trabalho de Corzo e Revah (1999) utiliza no meio
fermentativo uma mistura de 20g/L de glicose e 10g/L de azeite de oliva para induzir
Yarrowia lipolytica 681 a produzir lipases. Além disso, a fonte de nitrogénio

desempenha um papel importante para a producdo de lipases, bem como outros
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componentes, como vitaminas e outros elementos. Essas necessidades podem ser
supridas pelo uso de meios definidos, constituido de compostos sintéticos, ou pelo uso
de componentes com matriz complexa, como peptona, extrato de levedura, extrato de

malte, entre outros. (TREICHEL et al., 2010).

Outros tipos de meio que passaram a ser mais estudados sdo aqueles
provenientes de residuos de alguma industria. Esses meios complexos chamam a
atencdo por serem meios que podem possuir varios componentes necessarios para
producdo de lipases, além de serem normalmente muito baratos (ja que sdo rejeitos),
sendo uma escolha usual para estudos de producdo de lipases com fermentacdo em
estado sélido. Um efeito colateral do uso de residuos industriais € dar destinag¢do a algo
que pode significar um problema ambiental no descarte na natureza. Mas nem sempre
esse meio conterd todos os componentes necessarios para o processo fermentativo,
sendo entdo necessdrio pesquisar quais os rejeitos com potencial tecnolégico ou como

complementa-los (TREICHEL et al., 2010).

3.1.5.3 Efeitos de pH e temperatura na producao de lipases

Corzo e Revah (1999) fizeram um planejamento experimental onde verificaram
a influéncia dos valores de pH (entre 3-6) e temperatura (entre 24-34°C) na
produtividade de lipases por Yarrowia lipolytica. Os resultados mostraram que a
temperatura possui a maior influéncia e foi encontrado um valor 6timo de 29,5°C, uma
temperatura comum para micro-organismos mesofilicos. Para o pH, o valor 6timo
encontrado foi de 4,7, um valor afastado de onde a atividade lipolitica é drasticamente

afetada (pH > 8), como analisado no mesmo trabalho.

3.1.5.4 Efeitos da transferéncia de oxigénio na producao de lipases

Elibol e Ozer (2000) mostraram que a transferéncia de oxigénio apresenta
grande importancia na producdo de lipases por Rhizopus arrhizus. Tanto o aumento na

agitacdo do sistema (de 200 para 300 rpm) quanto o aumento da vazdo volumétrica de

ar (de 0,25 até 1,50 vvm) aumentaram a produtividade do sistema. A adicdo de um
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perfluocarbono (PFC) também auxiliou a transferéncia de oxigénio e gerou aumento na

produtividade de lipases.

O trabalho de Amaral (2008) utilizou também um perfluorcarbono em
experimentos de producdo de lipases com Yarrowia lipolytica em um biorreator de 2L,
a fim de avaliar o efeito dessa adicdo na transferéncia de oxigénio. Os resultados
mostraram um amento de 25% no k;a (coeficiente global de transferéncia de oxigénio)
em ensaios tendo com dgua pura como controle, enquanto que com um meio YPD
(composto de peptona, extrato de levedura e glicose) houve um aumento de 230% no

valor do k;a.
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3.2 Yarrowia lipolytica

Na engenharia de bioprocessos, diversas leveduras foram utilizadas nos
processos biotecnoldgicos ao longo de toda a histéria. Normalmente, leveduras
consideradas “convencionais”, como a espécie Saccharomyces cerevisiae, sS40 0s micro-
organismos mais utilizados como modelos cléssicos de estudo e produgdo, tendo sido
longamente estudados no decorrer do tempo. Porém, outras leveduras “ndo-
convencionais”, como Yarrowia lipolytica foram sendo descobertas e seus potenciais

tecnologicos desvendados. (BARTH e GAILLARDIN, 1997)

Yarrowia lipolytica é um ascomiceto mesofilico, apresenta dimorfismo e foi
classificado originalmente como Candida lipolytica, sendo reclassificado depois como
Endomycopsis lipolytica, Saccharomycopsis lipolytica e finalmente seu nome final. E
considerada ndo-patogénica, ou Generally Regarded As Safe — GRAS (BARTH e
GAILLARDIN, 1997), e muito utilizada como modelo para leveduras “ndo-
convencionais” (FICKERS et al., 2011). Nos anos 60, devido ao surgimento de projetos
para a producdo de single-cell proteins (SCP), foi mais estudada, dada a sua capacidade
de crescer em meio contendo n-parafinas como unica fonte de carbono, uma matéria-

prima barata e bastante disponivel nessa época (BARTH e GAILLARDIN, 1997).

Esta levedura pode ser encontrada em derivados do leite, mas também em
molhos shoyu ou de saladas que contenham carne ou camardes. Apesar disso, Yarrowia
lipolytica apresenta-se como uma levedura estritamente aerdbia, tendo a capacidade de
assimilar uma vasta gama de substratos, como glicose, alcodis, acetato e substratos
hidrofébicos como 4cidos graxos e alcanos. Apesar das cepas selvagens ndo serem
capazes de assimilar sacarose, devido a esta levedura ndo produzir invertase (enzima
que hidrolisa este dissacarideo) (BARTH e GAILLARDIN, 1997), ja ha na literatura
relatos onde foi feita uma modificacdo genética para que a mesma fosse capaz de

assimilar este substrato (LAZAR et al., 2011).

Como Yarrowia lipolytica é estritamente aerdbia, seu metabolismo é altamente

ligado aos ciclos que envolvam o consumo de oxigénio. Amaral (2007) utilizou PFC
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disperso no meio como carreador de oxigénio da fase gasosa para a fase liquida. Foi
descoberto que o uso de PFC aumentou a taxa especifica de crescimento e também a
producdo de lipases. Foi verificada também uma rela¢do linear da produtividade
lipolitica com o parametro k;a, indicando a estreita dependéncia com o oxigénio que

Yarrowia lipolytica possui.

Uma vasta gama de metabdlitos pode ser secretada por Yarrowia lipolytica,
como 4cidos organicos (tais como citrato/isocitrato, o-cetoglutarato, acido 2-
hidroxiglutarico e acido 2-cetoglutérico), lisina e diversos tipos de enzimas, como
protease alcalina, protease &cida, RNase, fosfatases e lipases. (BARTH e

GAILLARDIN, 1997).

A primeira identificacdo de atividade lipolitica de Y. lipolytica data de 1927,
quando Harrison observou que a mesma era capaz de hidrolisar gorduras. A partir desta
data, vdrios trabalhos vém sendo realizados visando a producdo de lipase de Y.
lipolytica (Ota et al., 1982; Destain et al., 1997; Pereira-Meirelles et al., 1997; Corzo e
Revah, 1999; Alonso et al., 2005; Amaral, 2007). Uma das caracteristicas observadas na
producdo de lipase a partir de Y. lipolytica € que esta enzima tanto se encontra no meio
extracelular quanto no meio intracelular, sendo a propor¢do destas nestes meios
dependente da fase de crescimento no qual a cultura se encontra (Pereira-Meirelles et

al., 2000).

Alguns trabalhos tém se dedicado a identificacdo dos genes responsdveis pela
codificagdo das diversas lipases que Y. lipolytica é capaz de produzir. Lipl, Lip3 e Lip6
sao lipases intracelulares (Fickers et al., 2005). Lip2 é extracelular e outras duas lipases,
Lip7 e Lip8, sdo ligadas a membrana celular da levedura e sdo bastante estdveis a
variagoes de pH e temperatura. Além da posicao onde estas se encontram, as seqii€éncias

destas lipases mostram poucas semelhancas entre elas (EBI DATABASE, 2010).

Embora as lipases de Y. lipolytica sejam enzimas que ainda possuam baixa

expressdo comercial, atualmente existem duas empresas responsdveis por sua
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comercializacdo: Amano Enzyme (Amano L, ou L-10) e Fluka (Fluka 62303) — sendo

vendidas, em média, a US$ 55,25 por grama.

Diferentemente da levedura Saccharomyces cerevisiae, Y.lipolytica nao produz
alcool nem glicerol quando crescida em excesso de glicose. O metabolismo €
estritamente aerdbico e o excesso de glicose é convertido a lipidios e estocado nas
estruturas chamadas corpusculos lipidicos. Também forma uma grande quantidade de
intermedidrios do ciclo de Krebs, acumulando 4cido citrico. Estas duas propriedades
fisiol6gicas tem tornado esta levedura um excelente produtor de bio-6leo para diversas
aplicacodes. Os lipidios derivados de Yarrowia lipolytica apresentam uma composi¢ao
em dcidos graxos com 14,7-23,1% de acido palmitico (16:0), 47,1-68,3% de 4cido
estearico (18:0), 6,9—18,2% de acido oléico (18:1), 2,2-8,9% de acido linoléico (18:2)
(Papanikolaou et al., 2006).

O actimulo de lipidio em Y. lipolytica (37% a 70% em peso) tem sido
investigado por diferentes autores, empregando glicerol industrial (Aggelis et al., 1999),
Oleo de milho e estearina (Bati et al., 1984). Papanikolaou et al. (2006) puderam
modular o nivel de dcidos graxos poliinsaturados obtendo uma composic¢ao lipidica do
tipo de manteiga de cacau, devido a diferenga no consumo seletivo e utilizacdo de
acidos graxos por Y. lipolytica a partir de uma mistura de gordura animal (estearina),

glicerol e glicose.

Existe uma relagdo entre o metabolismo lipidico e a producdo de outros
metabodlitos de interesse comercial como o acido citrico. Makri et al. (2010) mostraram
que o crescimento de Y. lipolytica em glicerol apresenta 3 fases distintas: a primeira fase
de ganho de biomassa, a segunda de produgdo e acumulacio de lipideos, e a ultima de

producdo de 4cido citrico. Diante deste resultado, é esperado que alteracdes no

metabolismo lipidico devam alterar o metabolismo de dcidos organicos (e vice versa).
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3.3. Modelagem

Um modelo pode ser considerado um conjunto de regras e idéias que
possibilitam o entendimento ou interpretacdo de um conjunto de fendmenos ocorrentes
no universo (ou em partes dele), de modo que lhe seja possivel prever acontecimentos
futuros ou descobrir o que pode ter acontecido no passado. A constru¢do de modelos é
um das atividades fundamentais da ciéncia, demandando uma cuidadosa analise da
natureza, capacidade interpretativa e diversos testes e experimentagdes. Tanto na
formulacdo quanto na continua avaliacdo da validade do modelo formulado, a tomada
de dados (quantitativos ou qualitativos) é de fundamental importancia, para que a
interpretacdo da natureza seja a mais proxima possivel da realidade. No entanto, deve-se
notar que um modelo nunca representa fielmente a realidade, mas uma interpretacao

cientifica dela, ndo sendo absoluto ou imutavel (SCHWAAB e PINTO, 2007).

3.3.1 Construcao de um modelo

Sendo a constru¢cdo de um modelo basicamente a aplicacdo do método cientifico,
algo intrinsecamente de natureza ciclica, pode-se dizer de maneira simplificada que:
e Sdo feitas observacdes e informagdes sdo acumuladas sobre o fendomeno, com
causas e conseqiiéncias sendo identificadas;
e Hipdteses sdo feitas sobre a ligacao existente entre causas e conseqiiéncias;
e Sao feitos testes nas hipdteses para que seja verificada a validade das hipdteses;
e (aso as hipdteses ndo se mostrem validas, retorna-se a construcdo de novas

hipdteses (ou correcdo das anteriores); caso sim, um modelo € criado.

A Figura 3.2 representa graficamente o processo de constru¢ao de um modelo.

Testes

A 4

Observacoes —» Hipdteses
A

Nao Confirmacao?

Testes

Figura 3.1 — Etapas de construgdo de um modelo
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Quando se trata de um modelo matematico de um processo quimico, fisico ou
bioquimico (modelos que normalmente possuem varidveis quantitativas) é normal o
modelo ser constituido por um conjunto de equacdes que relacionam as varidveis do
sistema a resposta desejada ou obtida em experimentos. Entretanto, muitos modelos
microbioldgicos sdo qualitativos e demandam que sejam reinterpretados de alguma
forma quantitativa para usos diferentes (MONTESINOS, 1993; SCHWAAB e PINTO,
2007).

3.3.2 Uso de um modelo em engenharia de bioprocessos

A posse de um modelo para as reacdes ocorrentes em um bioprocesso permite
que o processo seja simulado e o seu comportamento seja calculado e avaliado sem a
necessidade de executar o processo real. Essa possibilidade torna-se extremamente
vélida ao evitar o consumo de materiais e o dispéndio de tempo, ou mesmo mostrando a
possibilidade desse processo existir em condi¢des fisicamente possiveis ou plausiveis.
Além disso, torna possivel a manipulagdao do bioprocesso de modo que ele alcance (ou
ocorra em) condicdes 6timas sob uma visdo industrial, como maiores produtividades ou
menores custos. O modelo também pode tornar o controle do processo algo factivel,
pois o conhecimento de como o sistema reage a perturbacdes fundamenta a forma como
se pode intervir nele e recupera-lo ao estado desejado. Um processo modelado pode ser
redimensionado para escalas diferentes da qual ele foi projetado, tanto aumento de
escala, quando dados de laboratério fornecem informacdes para plantas piloto ou
mesmo industriais, quanto diminui¢do da escala, quando é necessdrio otimizar um
processo industrial ja existente e ndo se pode parar a produgdo, gastos de tempo ou
matéria-prima ndo sido desejados, ou hd comprometimentos de seguranca, onde entdao
experimentos sdo realizados numa escala menor. (NIELSEN er al, 2003;

MONTESINOS, 1993; BAILEY e OLLIS, 1986).

3.3.3 Modelagem matematica de um bioprocesso

Ao se modelar um bioprocesso que utiliza células vivas, um passo fundamental é

caracterizar o ambiente onde elas se encontram presentes, bem como estabelecer uma
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relac@o entre as varidveis desse sistema. Para tal, € necessario que expressdes cinéticas
sejam utilizadas para as reagOes principais ocorrentes no bioprocesso. A modelagem
cinética envolve definir correlacdes entre as taxas de aparecimento ou consumo de
componentes do sistema com as concentracdes das varidveis que o constituem
(reagentes, intermedidrios e produtos), dando origem as taxas cinéticas. Essas taxas
precisam ser definidas em um volume de controle, que normalmente representa todo o
espaco onde as reacdes ocorrem e tem como principal caracteristica as varidveis serem
iguais em todos os pontos do volume de controle. Esse volume pode ser constante ou
varidvel, dependendo de como o processo esteja sendo conduzido, contanto que as

varidveis possuam o mesmo valor na extensao desse volume (NIELSEN et al., 2003).

Essas equagdes normalmente possuem bases tedricas ou empiricas; as primeiras
sdao oriundas de um modelo tedrico, baseado em alguma descricdo mecanicista do
fendmeno, enquanto as segundas procedem de um modelo baseado principalmente em
correlagdes dos dados experimentais, com pouca ou nenhuma fundamentacdo tedrica,
tendo um sentido mais pratico, mas ainda uteis. Além disso, elas independem do modo
de conducdo do processo, sendo especificas somente onde estd localizada a varidvel
sendo descrita, no volume de controle ou interior de células (BAILEY e OLLIS, 1986;

NIELSEN et al., 2003).

De posse dessas taxas especificas para cada componente do sistema e dos
balancos de massa caracteristicos do modo de condugdo do bioprocesso, que indicam
como a massa flui para e/ou do volume de controle, as taxas permitem que o estado do
sistema seja conhecido em cada momento que ele ocorra, demandando apenas que as
condi¢des no inicio sejam conhecidas. Outras varidveis podem demonstrar-se também
importantes, mesmo quando ndo compdem diretamente o sistema biologico como

pressdo, temperatura, vazdes de entrada e/ou saida ou agitagdo do reator, dentre outras.

3.3.4 Complexidade de modelos

Processos bioldgicos possuem uma enorme complexidade de modelagem. As

simplificacdes que sdo usadas possuem um cardter empirico muito forte, frutos de

20



acimulo de experiéncia ao longo do tempo (consideracdes heuristicas). H4 varios
processos que ocorrem nas cé€lulas, direta ou indiretamente relacionados aos
componentes de interesse do modelo. A descri¢do desses processos seria ainda uma
tarefa altamente dispendiosa em termos de tempo e recursos, dado o conhecimento atual
dos eventos de nivel molecular que ocorrem nos sistemas bioldgicos. O mais usual € o
uso de modelos mais simples e o seu posterior refinamento (BAILEY e OLLIS, 1986;

MONTESINOS, 1993; NIELSEN et al., 2003).

Quando um modelo é construido, deve-se sempre definir o quao complexo ele
deverd ser. Ele pode assumir uma complexidade enorme, ou pode assumir uma
complexidade baixissima, onde poucas sdo as varidveis que ele consegue descrever
corretamente ou poucos eventos que ocorrem no fendmeno. A complexidade de um
modelo deve ser tal que ele descreva bem as varidveis que se deseja avaliar e consiga
cumprir com as necessidades que seu futuro uso demanda. Ou seja, deve ser o mais
simples possivel, mas nao simplério. Ha duas formas principais de se dividir a
complexidade dos modelos em bioprocessos: modelos nao-estruturados ou estruturados
e modelos ndo-segregados ou segregados. Essa classificacdo gera quatro tipos de

modelo, mostrados a seguir.

Estruturagdo
>
A= Modelo nao-estruturado Modelo estruturado
§ Modelo nao-segregado Modelo nao-segregado
B
A Modelo nao-estruturado Modelo estruturado
Modelo segregado Modelo segregado

Figura 3.2 — Tipos de complexidade de modelos em bioprocessos

3.3.4.1 Modelos nao-estruturados e estruturados
Um modelo ndo-estruturado considera a biomassa como uma entidade unica,

nao reconhecendo que as células sdo um conjunto de moléculas que podem ter sua

concentracdo variada ao longo do processo. A variacdo de biomassa nesse modelo é
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realizada em apenas uma reagdo, baseada numa conversdo global de substrato limitante
em biomassa. Essa variacdo de biomassa é especificada por uma Unica taxa especifica

de crescimento, representada comumente por u e definida pela equacao (3.1).

1 dX
== (3.1)

# X dt
Na equacdo (3.1), X indica a concentragdao de biomassa do sistema e ¢ o instante

no tempo no qual o sistema se encontra.

O modelo de caixa-preta (black box model) concentra todo o consumo de
substrato realizado pela célula como unicamente destinado ao seu crescimento, ou seja,
a taxa especifica de consumo do substrato limitante, —rs, é diretamente proporcional a

taxa especifica de crescimento u, segundo a equacdo (3.2):

(_rS):YS/X:u 3.2)

Essa relacdo é muito simples e por isso pode ndo representar completamente a
taxa global de consumo de substrato limitante, j& que mesmo quando ndo ha
crescimento celular hd um consumo de substrato, destinado a manutengdo das funcdes
basicas do micro-organismo. Para tal caso, hd a adicao de um termo que descreve mais
precisamente esse consumo de manutengdo, gerando uma nova equagdo para a taxa

especifica de consumo do substrato limitante, dada por

(_rs):YS/X:u"'IB ’ (3.3)

onde S € chamado de coeficiente de manutencdo. Esse termo ndo representa
perfeitamente o consumo de manuten¢do (j4 que esse consumo nao € necessariamente
constante), mas representa uma boa aproximacao para contabilizar esses efeitos, quando

conjugado com o termo de consumo pelo crescimento.
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O modelo empirico para a taxa especifica de crescimento mais utilizado em
modelagem de bioprocessos foi criado por Monod em 1942, possuindo vdrias
similaridades matemadticas com outras equagdes vistas na engenharia quimica, dada por

ﬂ = Il'lmax (3 .4)

K,+S ~
onde S € a concentracdo de substrato limitante, umax € a taxa especifica de crescimento
maxima que o microorganismo pode alcancar e Ky € uma constante de saturacdao de
crescimento celular, ndo tendo Ky significado bioquimico ou tedrico (BAILEY e
OLLIS, 1986). Nota-se que ambos os parametros dizem respeito a um substrato
especifico, mas a equagdo pode ser expandida para mais varidveis. Outras equacgdes
podem ser usadas para modelagens ndo estruturadas, como as equacgdes de Teissier,

Moser, Contois e a fungdo logistica (BAILEY e OLLIS, 1986).

Um modelo estruturado reconhece a existéncia de outras partes da biomassa que
ndo ela prépria e unica, diferentemente de modelos ndo-estruturados. Ao separar
algumas partes da biomassa em componentes isolados, o modelo estruturado permite
que eles sejam quantificados e possam, inclusive, influir no crescimento da biomassa
como um todo. Essa separacdo permite modelar componentes da célula que variam
independentemente da massa total do agente biolégico, o que se aproxima mais de um
modelo que seja utilizdvel em modelagens mais robustas e confidveis. Uma maior
diferenciagdo nas taxas de componentes celulares torna esses modelos mais indicados
para uso em processos dependentes do tempo ou a portabilidade para outras condi¢des

de conducdo do processo.

A maneira mais simples de modelagem estruturada em bioprocessos € usar
modelos compartimentais baseados na criacio de uma varidvel para grupos de
componente da célula, por exemplo, concentracdo de lipidios, proteinas, enzimas,
material genético, substrato intracelular, produtos etc. Nem todos os grupos de
componentes necessitam de modelagem, podendo eles ser absorvidos pela biomassa
total ou simplesmente ndo modelados. Como medi¢des de varidveis intracelulares nem

sempre sdo facilmente obteniveis, muitas das taxas cinéticas desses componentes sao
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modelos empiricos, mas baseados em mecanismos bioldgicos qualitativos conhecidos

(NIELSEN et al., 2003).

3.3.4.2 Modelos nao-segregados e segregados

Um modelo ndo-segregado considera que todas as células sdo uniformes e
idénticas, de modo que se comportem como uma unica entidade. Nesse caso, todas as
varidveis descritas para uma célula sao idénticas aquelas descritas para toda a populacdo
ao longo do processo, como uma célula padrdo média. O material celular (nos casos de
modelos estruturados) é considerado igualmente distribuido ao longo de todas as
células. Apesar de aparentemente ser uma descricdo imprecisa, muitas vezes essa
abordagem cumpre plenamente o objetivo de descrever o crescimento celular, consumo
ou produc¢do de substancias, quando as células do cultivo se encontram na maior parte
do tempo num estado especifico do ciclo celular. Além disso, € necessdrio
conhecimento e dados das caracteristicas fisiologicas e bioquimicas dessas células para
caracterizar corretamente o modelo que descreve a heterogeneidade das células, que

normalmente ndo se encontra ou entdo demanda mais recursos para se obter.

Um modelo segregado leva em consideracdo a heterogeneidade da populacdo de
células com relagdo a vdrios fatores como idade, tamanho, geometria, nimero de
divisdes ja feitas, momento do ciclo celular, taxa de crescimento individual etc. Essa
abordagem permite uma descri¢do mais realista dos processos bioldgicos, pois muitas
das varidveis que sdo importantes ndo sdo necessariamente idénticas em cada individuo
na populacdo. Em muitas situacdes torna-se realmente necessdrio para uma descricdo
util de um bioprocesso que um modelo segregado seja utilizado. Por exemplo, quando a
idade e o nimero de replicacdes de uma célula influenciem seu consumo de substrato

e/ou a geracdo de produtos.

3.3.5 Modelos de transferéncia de massa

Na engenharia de bioprocessos, uma das questdes mais estudadas é o acesso

fisico dos substratos ao agente utilizado (tanto células quanto enzimas), j4 que nem
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sempre esses componentes se encontram presentes na mesma fase. Nesses casos, as
taxas de utilizagdo de substratos poderiam ter valores bem maiores que as taxas de
transporte da fase onde estdo para o local de uso (seja consumo ou transporte), mesmo

estando em concentracdes relativamente altas na fonte (AMARAL, 2007b).

Em processos bioldgicos, um dos transportes de massa mais importantes é o
transporte de oxigénio de uma fase gasosa para o interior das células. Sua concentracdo
costuma ser muito baixa em sistemas aquosos em equilibrio com ar (entre 7-8mg/L) e
seu consumo muito acelerado em fermentacdes aerdbias; caso o suprimento de oxigénio
seja suspenso nesses casos, sua concentracdo poderia alcancar zero em poucos

segundos.

O modelo de transferéncia mais usado na engenharia de bioprocessos usa a
teoria de Whitman (1923) ou teoria dos dois filmes, onde o fluxo de massa ocorre nas

camadas-limites dos dois fluidos (transferéncias 2 e 3 da Figura 3.2).

\\\ AN Stagnam Stagnant s
z)\/ region region ‘\La
!

Gas 4 / aggregate
bubbte \\ !
@ \ ; Biochemical
( @ Teacugn
@ | ® |
{ T ®
/ \
/f \\
/ ' Bulk \

/ liguid AY
membrane

Gas-liquid ; Liguid- aggregate
imerface interface

Figura 3.3 — Figura esquemdtica de processos de transporte de massa entre fases diferentes em sistemas

biologicos (NIELSEN, 2003)

Para gases com altas constantes de Henry em dgua (ou seja, baixa solubilidade),
a etapa limitante € o fluxo pela camada limite da fase liquida. A expressdo do transporte

de massa da fase gasosa para a fase liquida se torna

Vi To, 651 = kLA(C;;o - C02 )
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, (3.5)

onde V, € o volume do meio reacional, r, . € ataxa de transporte de oxigénio para

o fluido, k;, € o coeficiente de transferéncia de massa, A € a area interfacial da interface
gés-liquido, C, € a concentragdo de saturagdo de oxigé€nio no meio e C, € a

concentracdo de oxigénio no seio do liquido. Devido a dificuldade de se medir
precisamente a drea interfacial presente no meio, normalmente o produto kA € medido

conjuntamente. Para processos em batelada, normalmente o valor de k,a € avaliado,

onde a € a razdo entre a drea da interface e o volume do meio reacional (BAILEY e

OLLIS, 1986).
3.3.6 Estimacao de parametros

Para que um modelo matemdtico consiga representar um fendmeno fisico,
quimico e/ou bioldgico, € necessario que o modelo seja composto de fungdes que sejam
adequadas aos dados disponiveis do fendomeno. Essas funcdes ndo sdo apenas
compostas pelas varidveis que o sistema descreve, mas também por quantidades que
permitem que o real vinculo entre as varidveis seja representado, chamadas de
parametros. A obtencdo desses parametros € de grande importincia, pois € através dela
que se poderd avaliar se determinado modelo é vdlido para representar a realidade ou se
mais ajustes precisam ser feitos, ou até mesmo o abandono do modelo proposto,

demandando novas abordagens ao problema (SCHWAAB e PINTO, 2007).

Os parametros podem ser obtidos de vérias formas (MONTESINOS, 1993):

a. Medicdes de parametros, quando esses parametros podem ser mensurados
(direta ou indiretamente), ao utilizar instrumentos e técnicas adequadas para tal,
como o volume inicial de meio no reator;

b. Pesquisando o valor desejado, quando ha material confidvel na literatura para
que esse valor seja utilizado, como o valor da concentracdo de saturacdo do

oxigénio em agua;
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c. Calculando os parametros a partir de dados experimentais obtidos anteriormente,
como k,a, muito usado nos modelos de aera¢do de meios em bioprocessos;

d. Fixando valores de modo que ndo interfiram em outros valores de parametros,

por exemplo, fixar a temperatura para que outras propriedades ndo variem.

Entretanto, nem em todos os casos onde os parametros devam ser obtidos, essas
op¢Oes se mostram possiveis. Muitas vezes, as formas como os parametros sdo obtidos
ndo estdo disponiveis, pois: (SCHWAAB e PINTO, 2007; MONTESINOS, 1993)

a. Alguns parametros ndo sao passiveis de serem medidos (direta ou indiretamente)
ou porque ndo ha método experimental para tal ou pela auséncia de significado
fisico daquele parametro, como por exemplo, as constantes de saturagdo da taxa

de crescimento K e K, , que existem unicamente por causa do modelo

empirico, andlogo a cinética enzimdtica, adotado por Monod quando criou sua
equacao;

b. Nem sempre é possivel encontrar na literatura os valores dos parametros
desejados, ou porque eles ndo foram investigados em outros trabalhos até o
momento ou mesmo por razdes técnicas, industriais ou econdmicas. Alguns
processos ja foram investigados, mas por questdes de segredo industrial,
patentes ou outra limita¢des ndo sdo divulgados;

c. Alguns dados, que podem ser necessdrios para correlagdes que permitem ter uma
estimativa de alguns parametros, podem nao estar disponiveis, como poténcia do

rotor de agitacdo ou velocidade de rotacdo do agitador quando o k,a € estimado

por correlagdes usadas constantemente na literatura;
d. Alguns sistemas ndo permitem que varidveis ou parametros sejam fixados por
incapacidade do controle, por alguns desses componentes serem desconhecidos

ou também por estarem sendo estimados junto com o parametro desejado.

Nos casos onde um ou mais pardmetros ndo podem ser obtidos e utilizados, resta
como solu¢do estimar esses parametros, de modo que seus valores sejam conhecidos. A
estimacao de parametros consiste em, usando dados experimentais em condi¢Oes
conhecidas num modelo previamente definido, obter os valores dos parametros de

forma que seja possivel descrever corretamente o fendmeno estudado.
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3.3.6.1 Obtencao dos parametros

O processo de estimagdo de pardmetros pode ser dividido em algumas etapas

(SCHWAAB e PINTO, 2007):

a.

Construcao de um modelo de referéncia: os pardmetros sdo constituintes de um
modelo e o primeiro passo € defini-lo. A definicio de um modelo deve
pressupor um conhecimento do fendmeno e a proposi¢do de idéias que visem
descreve-lo. Junto a esse modelo, devem haver pontos experimentais que sejam
passiveis de representac@o por esse modelo, ndo havendo sentido em um modelo
que ndo descreva algum conjunto de resultados experimentais;

Os parametros devem ser variados: dado um modelo € um conjunto de dados
experimentais, s6 poderd haver uso do modelo caso valores sejam dados aos
parametros. Normalmente, entra-se com as varidveis independentes do sistema
no modelo com os parametros ja colocados e hd uma resposta com as varidveis
dependentes. Quando o problema € inverso, ou seja, colocam-se os dados das
respostas do processo e deseja-se obter os pardmetros, nem sempre a primeira
estimativa dos parametros ¢ a melhor. Isso demanda que sejam feitas vdrias
simulacdes do modelo com os pardmetros sendo modificados a cada passo,
gerando um mesmo ndmero de respostas do modelo;

Parametros 6timos: dado que cada conjunto de parametros usado no modelo
gerard um conjunto de respostas diferente, deve-se definir qual deles consegue
representar melhor o sistema estudado. Isso € feito de acordo com uma avaliag@o
da distancia entre os resultados dos modelos simulados e dos resultados
fornecidos pelos pontos experimentais. Cada conjunto de paridmetros diferentes
possuird um conjunto de distancias para os pontos experimentais e o modelo que
tiver as menores distdncias provavelmente serd o modelo que representard

melhor o sistema.
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3.3.6.2 Funcao objetivo

Quando se define uma métrica para o problema de otimizagcdo dos parametros,
normalmente se estipula uma funcdo chamada funcdo objetivo. Sua construcdo € de
grande importancia, pois é essa funcdo que define como as distancias entre 0s pontos
modelados e os pontos experimentais serdo calculadas, quais as distancias que sdo mais

importantes ou quais sdo preteridas (uso de pesos) para o modelo.

A funcio objetivo, quando utilizada para a estima¢do de parametros e problema
de otimizagdo (maximizag¢do ou minimizacdo), deve ter como caracteristicas algumas
propriedades, todas remetendo a certa no¢ao de distancia fisica:

a. A funcao deve retornar um nimero real ndo-negativo:
d()_cexp > Xinod )E R, d()_cexp > Xinod ) 20;

b. A funcdo deve se igualar a zero se ambos o0s pontos sdo iguais:
Xy = Xy © A2 0000)

c. A func¢do deve retornar o mesmo valor, independente da ordem com a qual os
pontos sdo inseridos na func¢do: d (ifexp X od ): d ()_cmod s Xexp );

d. A distancia entre dois pontos deve ser sempre menor ou igual a distancia entre

esses pontos € um terceiro ponto: d(;cexp X od )S d(;cexp ,X; )+ d(;cl. 3 X od ).

Quando a fun¢do objetivo lida com vdrias respostas diferentes (cada uma
gerando um vetor), essas respostas podem receber pesos onde o grau de importincia
delas pode ser definido. Algumas respostas podem estar em ordens de grandeza muito
maiores que outras ou pode desejar-se privilegiar mais o ajuste de uma variavel do que
outra, por exemplo, quando o erro associado a medi¢do da primeira varidvel € menor do

que o da segunda (SCHWAAB e PINTO, 2007).
3.3.7 Modelos utilizados na literatura

Viérios modelos podem ser encontrados na literatura para descrever o

crescimento de diversos microorganismos € a respectiva producdo de lipases, com
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véarios graus de complexidade (quanto a segregacdo e estruturacdo). Nos trabalhos a
serem citados a seguir, nota-se uma predominincia dos modelos nao-segregados, dado o
maior grau de complexidade que os modelos segregados possuem, bem como pela
capacidade dos modelos ndo-segregados cumprirem satisfatoriamente as necessidades

colocadas.

No trabalho de Freire, Sant’ Anna e Alves (1999), um modelo nao estruturado foi
utilizado para descrever a producdo de lipases pelo fungo Penicillium restrictum
utilizando 6leo de oliva como fonte de carbono, a 30°C e pH inicial nio controlado de
5,5, em uma série de condi¢des. E um modelo que prevé o uso de oxigénio, um modelo
de Contois modificado para a cinética de crescimento da biomassa, uma cinética
cldssica de geracdo de produtos associada ao crescimento e um modelo para a producao
de proteases e conseqiiente influéncia destas na atividade lipolitica. O sistema de

equagdes usado é mostrado no quadro 3.1.

1) Balanco de células 2) Balanco de substrato

ax ds p

Lo X —oX + X, BS__x og=H

dt 'LD( ﬁ)(e dl’ qS qS YX/S

dx, s

dt = XYy 1y = BX.; B=ksf(O) m=—" ——1|f(0)

KW! + S chix

a=ke™™; k,=001+10"*N

PR UiS (1_ X jf(O)' 3) Balango de oxigénio

BX+S Xmax ’ d_O_—quYX/S_ IB)(e +K a( mt_O)
- L
_ 10g(1+0) dt Y0 YvorxYyro

" logll+0™)

4) Balanco de atividade lipolitica

dU
TtL:YUL/X,UX —-k,U,;
au, _y

dt U,/ Xe

Quadro 3.1. — Balangos de massa em Freire, Sant’Anna e Alves (1999)

30



No modelo indicado, X € a concentragdo de biomassa viva, X, a concentracdo de
biomassa lisada, u a taxa especifica de crescimento, f o coeficiente de absorcdo de
biomassa lisada para o interior das células vivas, a o coeficiente de lise celular, Yx.x
fator de conversao de massa de célula lisada gerada por massa da célula viva (igual a 1
para conversdo total), w4 a taxa mixima de crescimento celular, B o coeficiente de
Contois, X4 a concentragdo mdxima de biomassa, kg a constante de proporcionalidade
para 3, O a concentracdo de oxigénio, O*" a concentracdo de saturagcio de oxigénio no
meio, ky o fator pré-exponencial para o coeficiente de lise celular, N a velocidade de
agitacdo, k; uma constante de proporcionalidade, S a concentragdo de substrato, gs a
taxa de consumo especifica de substrato, Y/ o rendimento especifico de substrato em
biomassa, m o coeficiente de manutencdo, m’ o coeficiente médximo de manutencio,
Yx/0 o rendimento especifico de biomassa em oxigénio, K;a o coeficiente volumétrico
de transferéncia de oxigénio, U, a atividade lipolitica no meio, Yy;x 0 rendimento de
atividade lipolitica em biomassa, k, o coeficiente de decaimento de atividade lipolitica
devido a agdo de proteases, U, a atividade proteolitica e Yy,x. 0 rendimento de
atividade proteolitica em biomassa lisada. Os resultados obtidos através do modelo
matemadtico foram particularmente bons, conseguindo prever o perfil geral das varidveis
analisadas (atividade lipolitica, atividade proteolitica, biomassa e substrato), ja que

dados nao foram obtidos para oxigénio, devido a dificuldades técnicas na medicgao.

O trabalho de Puthli, Rathod e Pandit (2005) estudou a influéncia do oxigénio na
producdo de lipases por Candida rugosa em um reator aerado e agitado com um
impelidor triplo e a validade do modelo de Monod no crescimento da biomassa, bem
como o modelo cldssico de Luedking-Piret para a producao de lipase. O oxigénio nao
foi inserido no modelo matematico utilizado, tendo sido realizados experimentos onde
se assegurava a maxima transferéncia deste da fase gasosa para a liquida. Entretanto, em
todos os experimentos mostrados houve uma sensivel queda nas concentracdes de
oxigénio, havendo um retorno a valores préximos da saturacdo ap6s o consumo do

substrato, como mostrado na Figura 3.3.
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Figura 3.4 — Oxigénio dissolvido X tempo em 4 diferentes aeracdes (PUTHLI, 2006)

Montesinos (1993) estudou diferentes estratégias de operagdo, tendo utilizado
monitoramento e controle de processos para obtencdo de lipases de Candida rugosa.
Um modelo matemético ndo-segregado e estruturado foi proposto e posteriormente teve
seus parametros estimados. Uma descri¢do mais detalhada desse modelo matematico
serd dada na secdo 4.1. O modelo de Montesinos (1993) foi o modelo matematico
encontrado com mais utiliza¢des na literatura para descrever a producdo de lipases por
leveduras, tendo sido utilizado por Charbonnier € Chéruy (1996) e novamente por

Montesinos et al (1997).

O trabalho de Charbonnier e Chéruy (1996) estudou estratégias de controle para
a producdo de lipases por Candida rugosa utilizando 4cido oléico como fonte de
carbono. A andlise da taxa de emissao de didxido de carbono (CER) era a tinica fonte de
dados “em linha” para o controle do processo, a partir da qual os valores de u e X do
sistema foram estimados. Nao foi realizada a estimacdo dos parametros, dado que o

sistema era muito semelhante ao original de Montesinos. Os resultados do trabalho
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foram bons, mostrando que o modelo se adaptava aos dados experimentais obtidos no

processo e as informacgdes obtidas “em linha” pelo sistema de obten¢do de dados

Montesinos et al. (1997) estimaram novamente os parametros para Candida
rugosa com outros dados experimentais e realizaram simulagdes com diversos modos
de condugdo. O processo foi realizado a uma temperatura de 30°C, sob agitacdo de
500rpm e vazao de ar entre O—5L/min para manter um nivel de oxigénio sempre maior
que 20% da saturagdo. Os resultados dos experimentos e das simulagdes foram
satisfatorios, com o modelo mostrando ser capaz de descrever o comportamento do

sistema mesmo em outras condi¢des.
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4 Metodologia

4.1 Construcao do modelo de trabalho

Amaral (2007) obteve dados do cultivo de Yarrowia lipolytica em biorreator de
batelada simples para producdo de lipase. Partindo-se dos dados obtidos, pesquisou-se
um modelo que correlacionasse varidveis de modo a estimar a produgdo de lipase e a

realizar simulagdes, modificando as formas de conducao de processo.

4.1.1 Balancos de massa

O modelo matemadtico para descrever o bioprocesso deve possuir as equacgoes
completas de balanco de massa para que este possa ser usado no maior nimero de
situagdes possiveis. Os balangos de massa sdo equagdes que mostram como o acimulo
de determinado componente do sistema se comporta ao longo do tempo. Apesar de os
balancos de massa serem feitos em um determinado volume de controle, este ndo é
necessariamente fixo, nem as equagdes de todos os componentes terdo a mesma
estrutura matemadtica quanto aos seus termos, caso sejam de varidveis nao-estruturadas

ou variaveis estruturadas. (BAILEY e OLLIS, 1986; NIELSEN et al., 2003)

4.1.1.1 Balanco de massa global do volume

O balango de massa global do volume pode ser expresso pela equacdo (4.1.1).

d(Vyp)
dt

= pF, — pF 4.1.1)

Na equacdo (4.1.1), V, € o volume de controle, p, € p sdo respectivamente as
densidades das correntes de entrada e saida e F, e F as vazdes volumétricas de entrada

e saida. Pressupondo que ambas as densidades ndo sdo significativamente diferentes e

nao variem ao longo do tempo, chega-se a simplificagao dada pela equacao (4.1.2).

4.1.2
dVR — F() _F ( )
dt
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4.1.1.2 Balanco de massa para variaveis de modelos nao-estruturados

O balango de massa dessas varidveis pode ser expresso pela equagao (4.1.3).

d(V,C,)

i =Vir, + F,C,,— FC, (4.1.3)

Na equagdo (4.1.3), C, € a concentragdo da varidvel i, C,, € a concentragdo da

varidvel § na corrente de entrada e r é a taxa especifica de

aparecimento/desaparecimento da varidvel i. Ao se desenvolver a equacdo (4.1.3) e
utilizando-se a equagdo (4.1.2), chega-se a um balanco final para a varidvel i, dado pela

equacao (4.1.4).

dc, F,
— =, +
dt V()

e (4.14)

4.1.1.3 Balanco de massa para variaveis de modelos estruturados

O balango de massa dessas varidveis pode ser expresso pela equacao (4.1.5).

d(| 1 1 1 1
—| —VpXC, |=—V Xr,+—F X ,C.,——— FXC, (4.1.5)
dt(pcR’jpcR’pc°°’°pc ’

Na equagdo (4.1.5), p. € a densidade volumétrica das células do meio, X, e X

sao respectivamente as concentragdes de células por volume das correntes de entrada e

saida, C,, e C, sd@o respectivamente as concentragdes da varidavel j por volume de
c€lula nas correntes de entrada e saida e r; € a taxa de aparecimento/desaparecimento

de j por volume de célula por tempo. Como o modelo nao € segregado, considerando
que a densidade volumétrica das células nao varie ao longo do tempo do bioprocesso,
desenvolvendo a equacao (4.1.5) e utilizando-se as equagdes (4.1.2) e (3.1), obtém-se o
balanco final para a varidvel j com a equagao (4.1.6).
de F, 0
" =rj—ﬂCj+—(XoC,»,o—XC,-) (4.1.6)

V()X
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4.1.1.4 Analise dos balancos de massa

Cabe notar que as equagdes (4.1.1) até (4.1.6) sao verdadeiras para qualquer
modo de conducdo de processo com uma entrada e uma saida constantes ao longo do

tempo. Porém, caso F = F, =0, as equagdes se reduzirdo as equacdes de um processo

em batelada. O balangco de massa de varidveis nao-estruturadas serd idéntico a taxa de
aparecimento/desaparecimento da varidvel i. Entretanto, a equagdo (4.1.6) ndo se

reduzird ao termo da taxa de aparecimento/desaparecimento de i, pois o termo uC,

representa uma diluicdo da concentragdo de j devido ao crescimento da populacdo

celular.

4.1.2 Modelo das taxas cinéticas r; e r;

Definidos os balancos de massa, € entdo necessario que sejam especificadas
expressoes para as taxas de aparecimento/desaparecimento das varidveis estruturadas e
ndo estruturadas, r; e ;.. O primeiro modelo utilizado foi o modelo proposto por
Montesinos (1993) e utilizado em diversos trabalhos, como mostrado na se¢do 3.3,
tendo sido utilizado para descrever o crescimento e producdo de lipase por Candida
rugosa em batelada simples, utilizando como fonte de carbono 6leo vegetal. No
trabalho de Amaral (2007) ndo foi utilizado 6leo vegetal como substrato, mas sim
glicose. Entretanto, o modelo utilizado para a entrada de substrato na célula foi mantido,
ja que ele € simples e adaptavel. Na literatura ndo foi encontrado nenhum modelo para a
Yarrowia lipolytica, o que levou a utilizacdo do modelo descrito para 0 mesmo grupo
microbiano, visando uma similaridade maior nos valores dos parametros e na

abordagem fisiolégica.

Esse modelo descreve a concentracdo de biomassa X , o substrato extracelular

S, e a atividade lipolitica extracelular total, Lip,, utilizando Equagdes Diferenciais

Acopladas, (EDAs). Ele também utiliza EDAs para caracterizar as varidveis

estruturadas substrato intracelular, S, e atividade lipolitica intracelular, Lip , bem como

outras 3 varidveis utilizando equagdes algébricas, sendo elas a taxa especifica de
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crescimento, (4, a atividade lipolitica aquosa, Lip, , e a atividade lipolitica ol¢€ica,

Lip,,. Além dessas varidveis principais, o modelo descreve um termo “liga/desliga”

(0S), totalizando 8 varidveis. As EDAs foram construidas da seguinte forma:

1y

2)

3)

Biomassa (X ) — modelo ndo-estruturado de cinética classica de Monod

expandida para varios substratos;

X _x 4.1.7.1)
dt

Substrato intracelular (S ) — no interior da célula, o substrato pode seguir por
varios caminhos metabdlicos diferentes, tanto para sintese de novas moléculas
(anabolismo) quanto para consumo energético (catabolismo). Foi adotado um
modelo estruturado do balanco de massa tendo 3 termos que descrevem os
caminhos que o substrato pode entrar na célula ou ser utilizado:

a. Cinética enzimadtica cldssica de Briggs-Haldane para o transporte ativo

do substrato a célula (sinal positivo);
b. Rendimento substrato/biomassa intrinseco ao crescimento celular;

c. Coeficiente de consumo fisiolégico de substrato para manutengao.

ds K S,

DO |50 _(y —

dt Ky +5, ( SX'U)b (8, )C (41.72)
Substrato extracelular (S§,) — a variagdio na concentracdo de substrato

extracelular possui um termo que engloba a maquinaria celular de transporte e
regulacdo da entrada desse componente. Foi adotado um modelo ndo-estruturado
de transporte de substrato para o meio intracelular (sinal negativo), utilizando-se
o mesmo termo de transporte ativo descrito em 2.q, multiplicado pela

concentracao de biomassa:

ds, ks, S

dt K, +5,

(4.1.7.3)
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4)

5)

Atividade lipolitica intracelular (Lip ) — a producdo de lipases por um

z

microorganismo € iniciada quando sinais bioquimicos desencadeiam essa
producdo. Como Yarrowia lipolytica demonstrou que € capaz de produzir com
glicose no meio externo sem a necessidade de glicerideos como indutores, a
modelagem assumiu uma sinalizacdo baseada na existéncia de glicose no meio
externo. Foi adotado o modelo estruturado do balango de massa com um termo
de geracdo e um termo de exportagdo para o meio extracelular:

a. Cinética de producdo enzimdtica simples com auto-inibicdo nao-

competitiva, diretamente proporcional a taxa de crescimento especifica;
b. Cinética enzimdtica cldssica de transporte da lipase para o meio externo

(sinal negativo), multiplicado pelo termo “liga/desliga” do modelo.

k So
; Im k L
dZ’p = X —(ﬁ&slj (4.1.7.4)
t S S +Li
K, +-2+K|=2 s TP b
X X )

Atividade lipolitica extracelular (Lip,,) — os microorganismos produzem e

transportam lipases para que se tenha a possibilidade de utilizar glicerideos
como fonte de carbono e energia para o metabolismo. Foi adotado modelo ndo-
estruturado de transporte de lipase para o meio extracelular (sinal positivo),
utilizando-se 0 mesmo termo de cinética enzimatica em 4.5 com o sinal trocado,

multiplicado pela concentragio de biomassa.

dLi k Li
Pew o ZuP 5 x 4.1.7.5)
dt K+ Lip

As equacdes algébricas sdo: Monod para a taxa especifica de crescimento

(Eq4.1.7.6), o termo “liga/desliga” em funcdo de S (Eq. 4.1.7.7) e as equacdes de
equilibrio de particdo para lipase presente nos meio aquoso e oléico (Egs. 4.1.7.8 e
4.1.7.9), j4 que como mostrado na sec¢do 3.1.1 do presente trabalho, as lipases podem
estar presentes em ambas as fases, polar ou apolar. Apesar do trabalho de Amaral

(2007) nao utilizar fase apolar, a manutencdo das equacdes de parti¢do facilita futuras
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expansdes do presente trabalho, caso o modelo adotado seja utilizado em condi¢des que

envolvam fases apolares, como 6leos ou carreadores de oxigénio, como PFC.

S S
u=p . ——, &5 =—- (4.1.7.6)e (4.1.7.7)
Ky +S K,+S
KIISO
) ) K., +S
Llpaq = Llpexz K S ’ Llpal = Llpem — 12K SO (41.78) . (4.17.9)
1+ 14+ —120
K, +S§, K,+S,

4.1.2.1 Problemas no modelo base e adaptacoes necessarias

Os experimentos feitos por Amaral (2007) retornaram duas caracteristicas de
importancia do processo estudado: a influéncia da oxigenag¢do do meio e o aparecimento
de atividade proteolitica ao longo do processo fermentativo. O primeiro influi
diretamente na atividade fisioldgica da levedura, alterando completamente o
bioprocesso; o segundo influi diretamente na atividade lipolitica presente no meio,

variavel de grande importincia ao modelo.

A estrutura do modelo utilizado como base esta em consonincia com modelos
comuns encontrados para descrever os fendmenos em bioprocessos, porém foram

detectadas algumas falhas de ordem matemaética.

4.1.2.2 Correcio de erros

Na constru¢ao do modelo no trabalho de Montesinos (1993), foi usado como
parametro de consumo fisiolégico de substrato para manutengdo celular o valor igual a
zero. Isso resultou num mascaramento de um erro no modelo que faz com que o
consumo de substrato continue ocorrendo, mesmo que o seu valor seja nulo, o que leva
a uma situacdo fisicamente impossivel de concentracdo negativa de substrato. Foi
acrescentado um termo “liga/desliga” ao coeficiente de manutencdo e ajustado
manualmente o valor do pardmetro desse termo de modo que a derivada do substrato

interno tendesse a zero proximo do esgotamento do substrato, cessando-o. Como esse
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nao € o primeiro termo “liga/desliga” do modelo, utilizaram-se indices para diferenciar

cada um dos termos, como mostrado na equacao (4.1.8).

ds | Ks S,

W D820 | (v u) —(B,6S
i oy (Yoo 1), —(B55,), (4.1.8)

4.1.2.3 Conjunto de equacoes

Uma primeira adaptacdo feita ao modelo foi a transformagdo das equacdes
algébricas em equacdes diferenciais. Essa estratégia foi adotada para que o modelo se
torne expansivel ao tornar mais simples a insercdo de termos de taxa que porventura
sejam necessarios no futuro. Como as equacdes podem possuir um nimero considerdvel
de varidveis nem sempre explicitas, ndo sendo possivel derivé-las diretamente, realizou-
se a regra da cadeia (Eq. 4.1.9), aproveitando-se do fato de que as derivadas totais que
surgem sdo calculadas pelo proprio método numérico, necessitando apenas que sejam

calculadas as respectivas derivadas parciais.

i=1

d_( | dx
dt_z(axJ dr .19

J#E
4.1.2.4 Insercao do oxigénio dissolvido como variavel
A insercao do oxigénio dissolvido no modelo envolveu a andlise das equacdes ja
existentes, a fim de verificar a necessidade de modificacdo das mesmas e a formulagdo
de um balan¢o de massa para o oxigénio dissolvido.
4.1.2.4.1 Modificacao de equacoes existentes
A varidvel que possui uma dependéncia intrinseca com a concentragdo de

oxigénio € a taxa especifica de crescimento u, pois o oxigénio dissolvido também é um

substrato demandado pela célula para que torne possivel o seu crescimento.
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Matematicamente, a expansio da equagdo de Monod para a utilizacdo de mais
substratos € bem simples, sendo acrescido somente um parametro Kg; a cada substrato S;

adicionado, segundo a equacdo seguinte (BAILEY e OLLIS, 1986):

H :f’l 5, (4.1.10)
Moo i K, 5,

Como a taxa especifica de crescimento ocorre em muitas das equacdes do
modelo desempenhando fun¢des importantes, somente ela foi escolhida para adaptacao
a insercdo do oxigénio dissolvido ao modelo. Com isso, a criagdo de mais parametros
no sistema foi evitada. A utilizacdo de termos “liga/desliga” com oxigénio dissolvido
nio foi considerada, pois seus valores experimentais ndo se aproximavam
razoavelmente de zero, tornando desnecessdria a ativacao e/ou desativacdo de partes das

equagdes do modelo.
4.1.2.4.2 Formulacao do balanco de massa para oxigénio dissolvido

Ao longo da andlise paramétrica, foi utilizado um modelo simples de balango de

massa para oxigénio, num total de 2 termos:

a. Um termo de transferéncia de massa do oxigénio presente nas bolhas de ar
dispersas no sistema seguindo o modelo da dupla camada de Whitman;

b. Um consumo fisioldgico de oxigénio dissolvido de manutencao.

dc, ; 1%
= kalC, -C, | —g, X 4.1.11
di [ La( 0, OZ)V(I)l 9o, ( )

A equagdo (4.1.11) tem kia e g, como pardmetros, onde o primeiro € o

coeficiente de transferéncia global de oxigénio (secdo 3.3.5) e o segundo € o consumo

especifico de oxigénio pela biomassa.
Entretanto, como serd mostrado nos resultados da estimacdo dos parametros

(secdo 5.2), esse modelo ndo representou satisfatoriamente o fendmeno estudado.

Tomando o resultado da importancia global dos parametros relacionados ao balanco de
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oxigénio verificado na andlise paramétrica (secao 5.1), foi gerado um novo balanco,
mais condizente com a realidade experimental. Foi utilizada como molde para a
constru¢do da equacdo diferencial para oxigénio dissolvido a nova equagdo do balango

de massa para o substrato intracelular, totalizando 3 termos:

a. Um termo de transferéncia de massa do oxigénio presente nas bolhas de ar
dispersas no sistema seguindo o modelo da dupla camada de Whitman;
b. Um consumo de oxigénio dissolvido intrinseco ao crescimento celular;

¢. Um consumo fisiolégico de oxigénio dissolvido para manutengao.

C, .
~=|k,a\lC, —-C, |—| -, X — X
als—c, )| bl x-la,)x
O parmetro f, € andlogo ao termo ¢, da equacdo (4.1.11) para consumo
especifico de oxigénio, enquanto o termo Y, ,, corresponde ao consumo de oxigénio

relacionado ao crescimento da populagao celular.
4.1.2.5 Insercao da atividade proteolitica como variavel

A atividade proteolitica aparenta ser de importancia razodvel no processo, ja que
ap6s algum tempo hd uma diminui¢do da atividade lipolitica no meio concomitante ao
aparecimento da atividade proteolitica. Assim como no caso do oxigénio dissolvido,
fez-se necessdria a andlise das equagdes ja existentes, a fim de prever o efeito que a
atividade proteolitica possa exercer nas outras varidveis do processo, bem como a

formulacao do seu balanco de massa.
4.1.2.5.1 Modificacao das equacoes existentes
A varidvel que mais indica a existéncia de uma atividade proteolitica € a

atividade lipolitica externa, pois no momento em que ambas se encontram no meio

extracelular a acdo da protease se faz perceptivel. Um termo de degradacgdo de atividade
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lipolitica, dLipp/dt, foi adicionado a equag¢do de balanco para atividade lipolitica

externa total dLip.,/dt.

Para modelar a taxa de degradacdo da atividade lipolitica externa total, foi
tomada como base uma cinética enzimética cldssica de Briggs-Haldane, onde o termo
de taxa mdaxima de atividade proteolitica foi desmembrado no produto entre uma
constante, k,,, € a atividade proteolitica, Pt, conforme a equagao (4.1.13).

dLith —_ kZmPtLipext (4 1 13)

dt K,s+Lip,,

Para a obten¢do dos parametros cinéticos, foram selecionados pontos
experimentais do processo fermentativo onde ocorria somente a diminui¢do da atividade
lipolitica e onde a atividade proteolitica permanecesse aproximadamente constante.
Integrando a equacdo de taxa e tragando uma regressdo, foram obtidos os valores para

os parametros de decaimento da atividade lipolitica externa total.

4.1.2.5.2 Formulacao do balanco de massa para atividade proteolitica

Pelos pontos experimentais utilizados, foi verificado o crescimento quase
constante da atividade proteolitica ao longo do processo fermentativo. E comum a
producdo de proteases numa taxa associada ao crescimento, logo a primeira avalia¢io

de equacao de taxa para atividade proteolitica foi na forma:

dPt

Tk 4.1.14
dt Zall'l ( )

Os valores modelados que foram retornados pela equacao avaliada se mostraram
condizentes com a realidade experimental, passando a equacdo a ser utilizada para

modelagem do comportamento da atividade proteolitica.
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4.1.3 Modelo de trabalho final

O modelo final € composto de 10 equagdes diferenciais acopladas, 25
parametros cinéticos, estequiométricos, constantes de saturagcdo (termos “liga/desliga”),
ou concentragdes de alimentacdo, sendo 23 ndo-nulos. As listas dos parametros e das

varidveis do modelo sdo apresentadas nas tabelas 4.1 e 4.2.

Num primeiro momento, o ndmero de parametros parece ser demasiado.
Entretanto, nem todos necessariamente sdo significativos para o modelo, ainda que
sejam necessdrios. Torna-se necessdrio que uma andlise de sensibilidade do modelo
(secdo 4.2) seja feita para caracterizar a importancia de cada parametro. Caso um
nimero grande de parametros possua importancia no modelo, torna-se necessario que

outro seja adotado, mais adequado e que contenha menos parametros.

4.1.3.1 Variaveis operacionais do sistema

Tabela 4.1 — Varidveis operacionais do sistema

N° | Nome | Valor inicial | Descri¢dao

or |S 0,0 Concentragdo de substrato intracelular [g sub in/€ biomassa secal
02 | 0,0 Taxa especifica de crescimento [h']

03 | X 1,0 Biomassa seca (g piomassa/L]

04 | Sy 20,0 Concentragao de substrato extracelular (g sub ex/L)
05 | Lip 0,0 Concentragao de lipase intracelular [kU/g piomassal
06 | Lipex |00 Concentragdo de lipase extracelular [kU/L]

07 | Lip g 0,0 Concentragdo de lipase extracelular aquosa [kU/L]
08 | Lipg 0,0 Concentragdo de lipase extracelular oléica [kU/L]
09 | O, 7.4 Concentragdo de Oxigénio dissolvido [mg o,/L]

10 | Pro 0,0 Concentragao de Protease aquosa (U/L)

Os valores dos parametros foram obtidos por Amaral (2007), excetuando-se S,
Lip e Lip,;, que foram supostos heuristicamente como zero (S, x e Lip) ou inexistentes (Lip,).
Considerou-se que as células ndo possuiam substrato em seu interior, transportando-o somente

no inicio do processo; portanto, o valor de u torna-se matematicamente nulo (segundo o modelo
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de Monod adotado). Considerou-se também que ndo houve producao de lipases antes do inicio

da fermentagdo, tornando o valor dessa varidvel igual a zero nesse momento.

4.1.3.2 Parametros e valores originais

Tabela 4.2 — Parametros e valores originais de Montesinos (1993) e parametros e

valores inicialmente supostos.

N° | Nome | Valor Descricao

01 kso 0,15 Taxa médxima de transporte de substrato [g suv/(g biomassa seca-)]

02 kgor 0,25 Coeficiente de saturacdo no transporte de substrato [g/L]

03 Yo,y 1/0,86 Rendimento substrato/biomassa [g sun/g biomassa secal

04 ;Bs 0,05 Coeficiente de manutencao para substrato [g suu/(g biomassa seca-N)]

05 Y7 0,25 Taxa especifica mdxima de crescimento [h']

06 kg 0,05 Coeficiente de saturacdo no crescimento referente ao substrato
intracelular [g sub/| £ biomassa secal

07 k,, 128 Taxa maxima para sintese de lipase [KU jipase in/ € biomassal

08 k,, 0,425 Coeficiente de saturacdo para sintese de lipase [g su/g biomassa secal

09 k, 22 Coeficiente de inibicio para sintese de lipase [ viomassa seca/ € sub)

10 k, 0,55 Taxa maxima de transporte de lipase extracelular [KU jipase ini/ (€ biomassa-h) ]

11 kg 0,25 Coeficiente de saturagdo no transporte de lipase extracelular
[kU lipase im/ g biomassa]

12 k,, 1.107 Constante de satura¢do determinante da existéncia de recursos energéticos
para realizar a excrecdo da lipase intracelular [g s/ biomassa secal

13 k,, 0,00 Coeficiente de particio mdxima da lipase extracelular entre fases

14 k,, 0,00 Coeficiente de saturacdo da particdo da lipase extracelular entre fases
[gau/L]

15 | k o 1,00 Coeficiente de saturagdo no crescimento referente ao oxigénio [mg o./L]

16 q, 186,8 Taxa especifica de consumo de 0xigénio [MEoy/g viomassa seca’N1]

17 | k,a 99,8 Taxa especifica de absorcio de oxigénio na fase liquida [h™']

18 C; 8,00 Concentragdo de saturagdo de oxigénio no meio [mg/L]

19 k., 1.10”° Constante de satura¢do determinante da existéncia de recursos energéticos

‘ para consumo de substrato celular [g ¢/ biomassa secal

20 k,, 0,21 Coeficiente de sintese associada de protease [U proeasel

21 k,, 1,9 Coeficiente de taxa mdxima para decaimento de atividade lipasica
[kU lipase exl/ (U protease-h)]

22 k,, 2,1 Coeficiente de saturagdo para decaimento de ativi. lipdsica [KU jipase exi/L]

23 |vy,,, |1000 Rendimento oxigénio/biomassa [Mg 02/ biomassa secal

24 ﬁ o 100 Coeficiente de manutencao para 0xigénio [mg 02/(g viomassa seca-1)]

25 S, ; 200 Concentragdo de substrato na corrente de entrada [g,,/L]
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Parametros de 01 até 14 originais do trabalho de Montesinos (1993), sendo

parametros 13 e 14 tornados nulos pela inexisténcia de fase apolar no meio; parametros

15 até 25 inicialmente supostos heuristicamente, sendo k;a obtido por Amaral (2007).

4.1.3.3 Sintese das equacoes do modelo final combinadas com os balancos de

massa de modelos estruturados e nao-estruturados

d_S_{ K S,

=| —— (Yt + B,55,) |—uS +
@ | K s, (Yo 1t + B 2)} LS

du _

=l 0-x)

X(O—XS)

Co, K ds
/’lmtix 2 +
dt Ko +Cp (K +S) ) dt

S Ko2 dco2
Ky +S (Koz +C,, P a

F, _
0- XL
X( ip)

ds ks, S F,
¢=|- L X +_0(SF _So)
dt Ky +S, Vi
k. So
H Im k Li
d2’p= X8, | ilip
t S S + L1
K,+-2+K,|2 st i
X X
dLip ,, _ klep. XSS — k2mPtL11? o +&(O— Lip..)
dt K, + Lip K, + Lip,, Ve
dLip aw 1 dLip , B Lip , K, K, ds,
dt L4 KuSe | dt (K, +S,+K,S,) ) dt
K,+S,
dLip , _ dLip, dLip
dt dt dt
dPt F,
— =k, u+-—2(0- Pt
dt Zaﬂ VR ( )
58S, = — S5 ss, =5
K, +S K, +S§

es cs
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Primeiro modelo de oxigénio
.

dcC . F
dtoz = [kLa(COZ - Co2 )_ do, X]+V_:(Coz - Co2 )

Segundo modelo de oxigénio

dcC . Eo (o
702 = [I(’LCI(CO2 —CO2 )_(YOZ/Xlll+ﬁOZ )X]+V_O(Coz _COZ)

R

Ao longo do presente trabalho, foi utilizado o ambiente de programacao Matlab
2010a para as rotinas de cdlculo e desenho de graficos. Para as equacdes diferenciais
acopladas, a resposta ao longo do tempo deve ser obtida por meio de um método
numérico, tendo sido utilizada a ferramenta ODE45, que utiliza o método de Runge-
Kutta explicito com o par de Dormand-Prince (4,5), para essa integrag¢do, presente no
ambiente de programagdo em uso; com as respostas numéricas obtidas, pode-se obter os
valores correspondentes das varidveis determinadas pelas equagdes algébricas. Para o
modelo de trabalho final, algumas consideracdes foram feitas: concentracdo de celular
na corrente de entrada X(,=0; atividade lipolitica intracelular Lip=0; atividade lipolitica
extracelular Lip.x=0; atividade proteolitica P#=0; a taxa especifica de crescimento u
ndo € resultado de balanco, logo ndo foi modificada; as varidveis Lip,q € Lip, nao
possuem balancgo direto, mas calculado indiretamente pelos balancos de Sy € Lipex. Os

termos de taxa de aparecimento/desaparecimento estdao entre colchetes.

Uma caracteristica interessante do modelo é que mesmo com equagdes
firmemente acopladas, os parametros presentes nas equacgdes 4.1.7.4, 4.1.5 e 4.1.7.14
(referentes a lipase intracelular, lipase extracelular e protease, respectivamente)
influenciam somente nas atividades lipoliticas do modelo. Isso faz com que ambas as
varidveis possam ser ajustadas sem gerar reflexos nas demais, podendo facilitar a

estimacgdo desses parametros no futuro. A Figura 4.1 mostra essa influéncia.
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Varidveis que causam influéncia
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Figura 4.1 — Matriz de correlacdo entre as varidveis do modelo

4.2 Analise de sensibilidade do modelo

Um modelo matematico em bioprocessos € constituido pelas varidveis
operacionais consideradas importantes para a descri¢ao do sistema a ser analisado, pelas
equagdes de balango de massa que relacionardo essas varidveis operacionais e pelos
parametros associados a cada um dos termos das equacdes de balanco de massa. Esses
parametros fazem parte da prépria estrutura dos modelos que geraram os termos
constituintes das equacdes de balanco (como entrada de substrato e transporte de
enzimas), sendo eles os responsdveis por possibilitar a relacdo quantitativa das varidveis

entre si com as taxas de cada variavel (NIELSEN et al., 2003).

Quando se utiliza um modelo matematico dinamico, é de suma importancia
também que, além dos parametros, as condi¢des iniciais das varidveis operacionais do
modelo sejam adequadamente mensuradas, pois dependendo do grau de influéncia das
varidveis em questdo, a previsao do comportamento do sistema ao longo do tempo ndo

se mostrard representativa do fendmeno real.
A andlise de sensibilidade de um modelo € feita de modo que seja possivel

avaliar quais componentes (entre parimetros e varidveis operacionais) influenciam de

modo significativo o sistema modelado. Uma simulagdo do modelo € realizada, onde
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um componente tem seu valor modificado; entdo as respostas do novo modelo sdo
verificadas, a fim de se decidir se 0 modelo mostra sensibilidade com relacdo aquele
componente. A andlise de sensibilidade permite que medicdes de componentes possam
ser menos precisas, ou parametros ndo significativos sejam estimados por correlacdes
ou escolhidos dentre valores presentes na literatura. Isso torna possivel uma reducio no
nimero de parametros do modelo a serem obtidos experimentalmente e, por

conseguinte, diminui o esforco para a obten¢do de um modelo funcional.

Devido ao acoplamento das equacdes diferenciais, as variagdes num componente
do modelo podem ter um efeito em uma ou diversas varidveis do sistema, ndo s6 nas

equagdes diferenciais nas quais ele participa.
4.2.1 Metodologia da analise

Para a andlise, ndo foram consideradas as constantes de saturagao (devido ao seu
papel especifico no modelo) bem como os pardmetros e varidveis operacionais que

fossem nulos, ja que as analises foram feitas com variagOes percentuais.

O processo fermentativo dura até aproximadamente 25h de simulagdo, sendo
aplicado um tempo de 40h a mesma, pois algumas reacdes prosseguem (como a agcao

das proteases na diminui¢do da atividade lipdsica)

Foi utilizada uma variacdao de 5% no valor dos componentes do meio, ou seja,
simulacdes foram feita com modificagdes nos pardmetros (nas anélises de sensibilidade
paramétrica) ou nos valores iniciais das varidveis operacionais (nas andlises de
sensibilidade operacional). A normalizacdao dos vetores de resposta da andlise foi feita

segundo a equacgdo vetorial

C.(0)-¢,00)
- c,i) 4.3.1)

Cisli)= e

onde Cy.5(i) € o vetor da varidvel i normalizada, C.5(i) € o vetor da variavel i com o

componente modificado (para mais ou para menos) e Cy(i) é o vetor da varidvel i
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original, sem mudanc¢a no componente. O traco duplo na fracdo foi usado para indicar a
divis@o ponto a ponto dos vetores, ja que a divisdo direta de vetores ndo € definida
matematicamente. Segundo essa equagado, no eixo horizontal y=0 residem os valores da

variavel ndo-modificada, ou seja, Cus(i) = Cy(i).

Para um componente i ser considerado como significativo quanto a sensibilidade

do modelo, deve haver uma regido da simulacio onde ICw.s(i)l = 0,05, ou seja, capaz de
Cn

gerar uma resposta 5% maior ou 5% menor que a resposta sem modificacio no

componente. Pontos muito préximos a resposta zero sdo desconsiderados, devido a

ordem de grandeza dispar dos valores de [Cus(i) - Co(i)] € Co(i) nessas regides.

4.3 Estimacao de parametros

Amaral (2007) estudou a produgdo de lipases por Yarrowia lipolytica em meios
multifasicos com o uso de um perfluocarboneto (PFC) como carreador de oxigénio no
meio de cultivo. Entretanto, muitos dados foram obtidos sem o uso de PFC em diversas
condic¢des de agitacdo do sistema. Dentre elas, a rotacdo de 650rpm foi escolhida para
ser modelada por ter apresentado o maior valor de atividade lipolitica extracelular
dentre todas as condi¢des e por possuir um maior nimero de varidveis de resposta para
modelagem (substrato externo, biomassa, atividade lipolitica externa, atividade
proteolitica e oxigénio dissolvido). Os dados dessa fermentacdo sdo mostrados nas

Figuras 4.1 até 4.5.
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Atividade Lipolitica (U/L)
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Figura 4.4 — Atividade lipolitica
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4.3.1 Analise dos graficos

Os graficos mostram um processo fermentativo onde hd 2 picos de atividade
lipolitica externa. Esse comportamento também ocorreu em outros experimentos
conduzidos sob rotacdes diferentes feitos por Amaral (2007). Esse fenomeno foi
relatado em alguns outros trabalhos e uma possivel explicacdo € a producdo de mais de
um tipo de lipase, as quais seriam produzidas sob efeito de diferentes tipos de regulacio
metabodlica (FICKERS et al., 2011) e que gerariam esses picos adicionais de atividade
lipolitica. Entretanto, nao foi adotado no modelo desenvolvido para o presente trabalho
uma modelagem que levasse em consideracdo esse segundo pico. Uma modelagem
desse fendmeno geraria um modelo mais completo, porém demandaria mais adaptacdes
e um maior nimero de parametros a serem estimados. Por isso, optou-se por utilizar os
pontos experimentais até um tempo de processo de 30h, uma vez que os pontos
experimentais considerados permitem inclusive uma modelagem dos pardmetros de

queda de atividade lipolitica devido a existéncia de proteases.
4.3.2 Metodologia da estimacao

O ambiente de programacdo MATLAB 2010a possui o comando lsqgcurvefit
(acronimo para Least SQuare CURVE FIT), onde € necessdrio: um vetor com uma
estimativa inicial dos pardmetros; um vetor de tempo onde os valores serdo calculados;
um vetor ou matriz com os dados experimentais e; uma fung¢do que retorne os valores de

resposta do modelo nos pontos do vetor de tempo.

O comando do ambiente de programacdo demanda que o modelo retorne um
vetor ou uma matriz (no caso de multiplas varidveis) como resposta do modelo, e ndo a
resposta da funcdo objetivo diretamente. Ele utiliza como fun¢do objetivo padrdo o
somatorio quadritico das diferencas entre os pontos experimentais € os pontos do

modelo, como na func¢ao a seguir:

NP NV

HETEINE )| i

i=l j=1
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Na equagido (4.3.1), Xexp € Xmoa S30 respectivamente a matriz de dados

experimentais e a matriz de dados de resposta do modelo (ambas de dimensdao NPxNV),

exp

NP € o nimero de pontos experimentais, NV € o nimero de varidveis, x;”’ € o elemento

d

i,j da matriz de dados experimentais e x;;° € o elemento i,j da matriz de resposta. A

funcdo respeita as quatro propriedades citadas na se¢do 3.3.6.2. Porém, essa funcdo
objetivo ndo aceita a insercdo de pesos, para que sejam consideradas as diferencas de
ordens de grandeza e as faixas de precisdo das medidas de cada varidvel. A insercdo de
pesos foi feita com ambas as matrizes sendo multiplicadas por uma matriz construida

pelo comando diag do ambiente de programag¢ao como mostra a equacao seguinte.

Jw, 0 0 0 |
0 0

&“WW)ZO

0

NVXNV

" : (4.3.2)

0 - Jwy

Ao multiplicar as matrizes de pontos experimentais e de resposta do modelo pela

matriz diag(,/ww) , cada novo ponto x¥ e x"* recebera o fator y/w,, . Quando

NVXNV b
esses novos valores sdo inseridos na fungdo objetivo, ela termina por se transformar

numa fung¢do objetivo adaptada, como mostrado a seguir.

fob,[Xexp,X j 3D IR N I ZZw(xZ’;"—xi,“?d)z (433)

O vetor peso utilizado foi uma estimativa de qudo grandes sdo os erros
percentuais comuns de se encontrados nas medi¢des das varidveis; quanto maior o erro

comum de andlise, menor seu peso nas variaveis.

g =~ L L s 1o 19 5 10 5] @3.4)
01 01 02 01 02
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5 Resultados

5.1 Analise paramétrica e operacional

Foram verificadas as respostas das seguintes varidveis: substrato intracelular, S;
taxa especifica de crescimento, x; biomassa seca, X; substrato extracelular, Sy; atividade
lipasica intracelular, Lip; atividade lipdsica extracelular, Lip., concentracao de
oxigénio, O, e; atividade proteolitica, Pro. A Tabela 5.1 exibe os parametros e varidveis
operacionais considerados significativos nas andlises de sensibilidade. Os graficos que

originaram esse resultado encontram-se nos Anexos 1 e 2.

Tabela 5.1 — Resultados das anélises de sensibilidade paramétrica e operacional

Anadlise paramétrica Anadlise operacional
(Graficos no Anexo 1) (Graficos no Anexo 2)

Resposta | N° | ParAmetro | Resposta | N° | ParGmetro
S 01 | kg, S 03

03 Y, SIX 04 S 0

05 | w,. U 03 | X

16 | ¢ 0, 04 | S,

17 | k,a X 03 | X

18 | 0] 04 | S,
u 01 | kg, So 03 | X
X 01 | kg, 04 | S,
So 01 | kg, Lip 03 | X

03 YS/X 04 S 0
Lip 01 | k& 5o Lip ey 03 X
Lipes |01 | kg 04 | s,
Co2 01 kso Coz 03 X

03 Y, SIX 04 S 0

04 | B, Pro 03 | X

16 | ¢ 0, 04 | S,

17 | k,a

18 0;‘
Pro 01 | kg,
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Os resultados mostram que 7 pardmetros sdo significativos: kg,, Yy, x. B,

i s 4o, » kpa € C, , enquanto 2 varidveis operacionais sao significativas: X e S§,,.

5.1.1 Avaliacao das analises de sensibilidade operacional

A andlise de sensibilidade operacional foi feita com as 4 varidveis de valor
inicial ndo nulo, sendo que apenas X e Sy se mostraram significativas para o modelo.
Todas as varidveis operacionais sdo dependentes da concentracdo de biomassa no meio
e esta € diretamente dependente da concentracdo de substrato extracelular. Logo, esse

resultado era esperado.
5.1.2 Avaliacio das analises de sensibilidade paramétrica

Na andlise paramétrica, foi notada a importancia de 2 grupos de pardmetros

(além de u,, e B,), devido ao aparecimento quase constante como parametros que

. . ., . . *
influenciam as varidveis do sistema, formados por: 1) kg, e Yy, 32) g, , kia e C, .

O pardmetro k;, ¢ a taxa mdxima de transporte de substrato do meio

extracelular para o meio intracelular, um parametro significante para todas as respostas
escolhidas para a andlise paramétrica. Esse foi um resultado esperado, ja que esse

parametro influencia diretamente nos valores de S e S, numa grande extensdo,

varidveis essas que se encontram na expressdo matemdtica de todos os balangos,

individualmente ou em conjunto. O mesmo se pode dizer de Yg,, , o coeficiente de

conversao de substrato em biomassa devido ao crescimento celular, porém numa menor
extensdo, tendo uma maior influéncia no balanco de substrato intra e extracelular, além
do balanco de oxigénio (pelo maior ou menor consumo deste). Esses dois parametros se
mostram como 0s mais importantes no balanco de massa do substrato intracelular, S,
sendo seus papéis antagdnicos; ksp fazendo parte de um termo de acréscimo de substrato
interno e Ysx de um termo que controla o consumo desse substrato. A concentragdo de S
€ a principal varidvel que determina a taxa especifica de crescimento do

microorganismo € que, por conseguinte, influencia fortemente a concentragdo de
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biomassa e a taxa de produgdo de lipase intracelular. Modificagdes na concentracdo de

lipase intracelular influenciam diretamente a concentracao de lipase extracelular

O trio de parametros relacionados ao balango de oxigénio (g, , k,a e C;)

também € significante para o modelo, mostrando a importancia que possui a modelagem
e determinacdo correta desses parametros. E interessante notar também que todos os
parametros que fazem parte do balangco de oxigé€nio sdo importantes, mostrando que o

acréscimo dessa varidvel no sistema € relevante para a modelagem do bioprocesso.

Possiveis modifica¢des futuras na modelagem desse balanco devem levar em conta essa
. A . ~ . A *
importancia. No entanto, optou-se por ndo se estimar os parametros k,a e C, , pelo

fato de ambos terem sido avaliados por Amaral (2007).
5.2 Estimacao de parametros

Como mostrado na Tabela 5.1 com os resultados da analise paramétrica, os

pardmetros que se mostraram significativos foram kg, Yy, x, Bss Hoe € qo - Os

parametros para os quais o sistema demonstrou pouca sensibilidade foram mantidos

constantes, conforme os valores anteriormente descritos na Se¢do 4.1.3.2.

Na se¢do 4.1.3 foi dito que caso um grande nimero de parametros se revelasse
importante, outro modelo menos parametrizado deveria ser avaliado. Como o nimero
de parametros significativos ao modelo se revelou uma quantidade razoavelmente
menor que o nuimero total de parametros (5 contra 25, respectivamente), um novo

modelo nao se faz necessario.

As estimagdes dos 5 pardmetros (kg Y5y, Bss Hue € qo,) foram feitas

mediante a programagdo de uma rotina computacional no ambiente de programacao.
Entretanto, surgiram questdes relacionadas a resposta que o modelo retornava, sendo

estas descritas nas Sec¢des 5.2.1 € 5.2.2.
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5.2.1 Primeiro modelo para oxigénio

A primeira estimacdo de parametros foi feita com o modelo de oxigénio

simplificado, onde o termo de consumo desse componente era expresso por g, .X .

Entretanto, esse modelo ndo conseguiu representar satisfatoriamente o bioprocesso. A
resposta do modelo levava a uma diminui¢do da concentracdo de oxigénio € uma
posterior estabilizacdo ao final da fermentagdo. Contudo, os dados experimentais
indicam que hd uma queda na concentracdo de oxigénio ao longo do tempo e, ao se
aproximar do final do processo, um aumento no valor desta concentra¢do, como mostra

a Figura 5.1. Mesmo inserindo mais pardmetros para estimacgdo (k,, .k, .k, .k e k,,),

nao foi possivel obter uma curva onde o comportamento esperado fosse alcangado.

5.2.2 Segundo modelo para oxigénio

Com a ndo obtencdo de um perfil esperado, optou-se por modificar o balanco de
oxigénio. Foi feita a substituicdo da equagdo anterior por outra, semelhante a equagdo
para substrato interno. Essa escolha foi realizada por ser uma idéia natural, ja que tanto
o substrato interno quanto o oxigénio sdo substratos necessarios para a multiplicacdo e

manutengdo de organismos aerdbios, como Yarrowia lipolytica.

A substitui¢do das equagdes resulta no desaparecimento de um pardmetro (g, )
e no surgimento de 2 novos (Y, ,y € B, ), andlogos aos parametros para substrato

interno. Como todo o sistema de balango de oxigénio foi considerado importante na
andlise paramétrica, os novos parametros foram adicionados ao grupo de pardmetros a

serem estimados.

Na Figura 5.2 pode-se verificar que o novo modelo gera uma resposta mais
condizente com os pontos experimentais, ja que agora o perfil apresenta uma queda na
concentracdo de oxigénio e uma posterior recuperacdo, quando o processo fermentativo
se encontra perto do final, ainda que uma estimacao paramétrica nio tenha sido feita.

Concluiu-se que o total de parametros significativos do modelo € igual a 6.
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Figura 5.1 — Dados obtidos por Amaral (2007) e curva do primeiro modelo de oxigénio
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Figura 5.2 — Dados obtidos por Amaral (2007) e curva do segundo modelo de oxigénio
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5.2.3 Faixas de estimacao e correcao da metodologia

Com o modelo de oxigénio melhorado, o préximo passo foi definir as faixas de
valores que seriam cobertas na estimac¢do de pardmetros. Os valores do modelo base
foram avaliados para uso com substrato oléico, podendo estar afastados dos valores do
sistema estudado por Amaral (2007). Com isso, as faixas de alguns parametros foram
razoavelmente maiores que de outros. Além disso, como as ordens de grandeza dos
parametros eram grandes, foi adotado um sistema onde um fator era estimado, ao invés
do parametro, sendo esse fator posteriormente multiplicado por um valor base. Essa
estimacdo indireta visou a corrigir limitacdes no comando do ambiente de programacao.

Esse procedimento gerou as faixas de valores descritos na Tabela 5.2.

Tabela 5.2 — Pardmetros e faixas de estimacao

Parametro | Valor | Limite | Estimativa | Limite | Faixa varrida
base | inferior inicial superior | (parametros)
kg, 0,50 0 1 20 0-10
Yoy 1/0,86 1 1 2,15 1/1 - 1/0,465
B 0,05 0 1 10 0-0,05
7 0,25 0 1 40 0-10
YO2 Ix 500 1 6 6 1000 — 3000
ﬂ02 100 0 2 0-200

5.2.4 Resultado da estimacao

A primeira estimag¢do mostrava a curva de resposta do modelo muito pouco
representativa para a biomassa X, sendo feita uma correcao posterior no peso atribuido a
essa varidvel de 10 para 20. Com essa correcdo os resultados da estimacdo foram

obtidos para X, Sy, Lip.., Coz € Pt, segundo as Figuras 5.3.a até 5.3.e, a seguir.
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Figura 5.3.a — Biomassa (X) x Tempo (h) apds estimagdo de pardmetros
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Atividade lipolitica externa (kU/L)

Gréfico de Atividade Lipolitica externa total (kU/L) x tempo (h)
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Grafico de Protease externa total (kU/L) x tempo (h)
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Figura 5.3.e — Atividade proteolitica (Pt) x Tempo (h) apds estimagdo de pardmetros

Pode-se verificar pelas figuras 5.3.a até 5.3.e mostradas anteriormente que o
modelo descreve o perfil dos dados experimentais disponiveis, com menor ou maior
grau de aproximacgdo. A Figura 5.3.e indica a existéncia de um tempo morto de razao
desconhecida, mas que novos ensaios podem mostrar a razdo para esse fendmeno. Nesse
trabalho optou-se por ndo analisar mais profundamente o fendémeno devido aos
resultados satisfatérios da descri¢do do decaimento da atividade lipolitica externa na

parte final da fermentacao.

Devido aos parametros das equacdes de balanco para as atividades lipoliticas
ndo influenciarem as outras varidveis, foi executada uma nova estimac¢do somente
desses parametros para um ajuste fino da atividade lipolitica externa, como mostra a
Figura 5.4. Caso os dados de atividade lipolitica interna estivessem disponiveis, esse
ajuste fino poderia ser estendido para essa varidvel. Na Tabela 5.3, ¢ mostrada a
progressdo dos valores dos parametros ao longo das duas estimacdes (parametros

variados em negrito).
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Figura 5.4— Curva de resposta do modelo para atividade lipolitica externa apds nova estimagdo
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Tabela 5.3 — Parametros estimados em ambas as estimagdes

Nimero | Pardmetro Estimado | Valorinicial | Estimagdo 1 | Estimagio 2
1 k0 (g subl(g biomassa.h)] Sim 0,50 0,27 0,27

2 kso1 (g1 Nio 0,25 0,25 0,25

3 Y5/ (g sub/g biomassal Sim 1/0,86 1/0,8557 1/0,8557
4 B (g subl(g biomassa.h)] Sim 0,05 0,041 0,041

5 Lmix [h-1] Sim 0,25 0,41 0,41

6 kss [g sub/g biomassa] Nio 0,05 0,05 0,05

7 K 1M [KU tipase int/g biomassa] Sim 192 192 165

8 ks [g sublg biomassa] Sim 0,425 0,425 0,977

9 ki [g biomassa /g sub] Sim 22 22 24

10 Km (kU tipase int/(g biomassaty] | Sim 0,55 0,55 0,30

11 ks (kU tipase int/g biomassa] Sim 0,25 0,25 5,6.10"
12 Kes [g sublg biomassal Nao 1.107 107 107

13 Kiin Nio 0,00 0 0

14 K13 g subin) Nio 0,00 0 0

15 ko,  mgoay Nio 1,00 1,00 1,00

16 kra Nio 99,8 99,8 99,8

17 CZZ [mg/L] Nio 7.4 7.4 7.4

18 Kes (g sub/g biomassal Nao 1.107 0,01 0,01
19 k2a [U protease] Nao 0,05 0,05 0,05

20 kom [KU lipase ext/(U protease.ny] | Sim 190 190 106

21 kas kU tipase exvL] Sim 210 210 234

22 Yo, x [mg Og biomassal Sim 3000 1074 1074
23 By, tmg 02/(g biomassah] Sim 200 2,95 2,95
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5.2.5 Comparacao dos valores obtidos com dados da literatura
Os trabalhos de Freire, Sant’ Anna e Alves (1999) e de Montesinos et al (1996)
estimaram alguns parametros que encontram similaridade com os parametros estimados

neste trabalho. A Tabela 5.4 mostra esses parametros e seus valores, para comparagao.

Tabela 5.4 — Parametros estimados e encontrados na literatura

Pardmetro | Estimado? | Freire et al Montesinos et al | Este trabalho
kso Sim - 0,153 0,27
kso1 Nio - 0,135 0,25

Ysx Sim 1/0,5 1/0,86 1/0,8557
Bs Sim - 0 0,041
mix Sim 0,2 0,253 0,41

kss Nio - 0,01 0,05

km Sim - 0,06 0,30

ks Sim - 0,25 5,6.10"
kes Nao - 107 107

Yo, ix Sim 740,7 - 1074

Os parametros mais usuais Ysyx, tmax € Y, ,, mostram similaridade sob a dtica

da ordem de grandeza, o que j4 era esperado. Valores que nao foram encontrados em

nenhum dos 2 trabalhos foram desconsiderados para fins de comparagao.
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6 Simulacoes de outros modos de conducio

De posse dos parametros estimados e visando a um aumento da atividade
lipolitica externa ao final do bioprocesso, foram simuladas outras condic¢des iniciais,
variando as concentragdes iniciais de biomassa e substrato extracelular. Outro modo de
conducdo do processo, a batelada alimentada, também foi simulado, dadas as
caracteristicas do processo de ser associado ao crescimento e o termo de geracdo de
lipase interna implicar em uma auto-inibi¢ao pelo substrato. Essa inibicdo por glicose

também ¢é citada na literatura (BARTH e GAILLARDIN, 1997).

O principal parametro utilizado para comparar as diferentes estratégias
simuladas foi a produtividade relativa (em %) aos experimentos originais de Amaral
(2007), onde valores inferiores a 100% indicam uma produtividade menor que nos
experimentos originais e valore superiores a 100% indicam um acréscimo de
produtividade quando comparados a esses experimentos. A produtividade relativa foi
calculada pela razdo das produtividades maximas da simulacdo e do experimento de

Amaral (2007) multiplicada por 100, como mostra a equacao 6.1.

Produtividade relativa (%) = (q” )mdx,fimulado

100% (6.1)

(qP )mtix,experimental

6.1 Variacao de concentracoes iniciais

Uma primeira abordagem para simulagdes do comportamento do sistema foi
uma varredura de concentragdes iniciais de biomassa e substrato. Foram feitas
simulacdes do bioprocesso em valores de 0,5, 1, 1,5 e 2 vezes os valores originais
utilizados nos experimentos de Amaral (2007), de X,=1g/L e S¢=20g/L. Essas
simulacdes geraram 2 conjuntos de matrizes: um no tempo de pico de producdo do
experimento original (24h) e outra no momento de pico de cada uma dessas simulagdes,
cada um desses conjuntos contendo uma matriz de atividade do processo e outra de

percentual relativo ao experimento original (Tabelas 6.1 e 6.2).
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Tabela 6.1 — Variacdo de concentragdes de biomassa e substrato extracelular (em t=24h)

Atividade lipolitica (KUI/L) | So=10g/L | S¢=20g/L | S¢=30g/L | Sy=40g/L
X=0,5g/L 17,4 19,4 17,5 13,6
Xo=1g/L 22,7 27,55 26,8 23,0
Xo=1,5g/L 22,4 25,7 29,7 29,7
Xo=2g/L 22,3 254 29,0 32,8
Produtividade relativa (%) | So=10g/L | S¢=20g/L | S¢=30g/L | S¢=40g/L
X=0,5g/L 63,2 70,4 63,5 49,4
Xo=1,0g/L 82,4 100 97,3 83,5
Xo=1,5g/L 81,3 93,3 107,8 107,8
X=2,0g/L 80,9 92,2 105,3 119,1

Tabela 6.2 — Variacdo de concentragdo de biomassa e substrato extracelular (maximo)

Atividade lipolitica (KUI/L) | Sp=10g/L | Sp=20g/L | Sy=30g/L | S¢=40g/L
X=0,5g/L 20,5 25,3 27,15 28,5
Xo=1g/L 23,0 27,55 29,5 30,9
Xo=1,5g/L 24,8 29,0 31,0 32,3
Xo=2g/L 26,0 30,15 32,15 33,5
Tempo (h) So=10g/L. | S¢=20g/L | S¢=30g/L | S¢=40g/L

X=0,5g/L 27,2 27,2 28,7 30,5
Xo=1g/L 23,6 24 25,2 27
Xo=1,5g/L 21,3 21,5 23,2 274
Xo=2g/L 19,6 20,15 23,2 23,5
Produtividade relativa (%) | So=10g/L | S¢=20g/L | S¢=30g/L | S¢=40g/L
X=0,5g/L 65,7 81,0 82,4 81,4
Xo=1g/L 84,9 100 102,0 99,7
Xo=1,5g/L 101,4 117,5 116,4 102,7
Xo=2g/L 115,6 130,3 129,1 124,2
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Os resultados das produtividades maximas relativas da Tabela 6.2 geraram uma
superficie Produtividade x (X, Sg) num espaco tridimensional, onde pode-se estimar

como o sistema se comporta ao varrer o espago dessas varidveis (Figura 6.1).

Percentual relativa (%)

Sy (i) X (ofl)

Figura 6.1 — Porcentual de produtividade relativa mdxima x (X,Sy)

6.2 Batelada alimentada

Alguns bioprocessos podem necessitar de precursores para produzir
determinados produtos que precisam ser adicionados no meio da fermentacao, regulacao
de determinadas substancias ao longo do tempo de processo ou que alguns reagentes
sejam mantidos em concentracdes dentro de uma determinada faixa de valores; porém,
esse tipo de controle ndo € praticado num reator operando em batelada simples. Quando
se conduz o processo numa batelada alimentada, no entanto, esse controle torna-se mais
facil. Como dito no inicio do capitulo, o termo de produgdo de atividade lipolitica
apresenta uma cinética de auto-inibicdo. Esse detalhe torna interessante avaliar se a

conducdo do bioprocesso por batelada alimentada poderia fornecer melhorias na
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producdo da lipase, j4 que torna possivel manter a razdo S,/X préxima de valores

onde ha maior producido da enzima.

6.2.1 Vazao constante

Para realizar as simulagdes com vazao constante, adotou-se como padrdo uma

vaz@o massica de substrato fixa m =S F =1g/h, o que resultaria na adi¢do da mesma

quantidade de substrato inicial da fermentacdo (Sy=20g/L e Vy=1,5L) ao longo de 30h,
em vdarias condi¢des, i.e. variando a concentragdo de substrato na corrente de
alimentacdo numa faixa de 5 a 200g/L, de modo que a influéncia da variacao de volume
(devido a vazdo entre 0,2L/h e 0,005L/h) também fosse avaliada. A concentracao inicial
de biomassa X, foi de 1g/L. Foram obtidas matrizes com os valores de atividade lipasica
extracelular para o tempo de pico de produciao do experimento original (24h) e para o
pico apresentado nas condi¢des do sistema, além do percentual de ganho em

produtividade medido em kUI/h, como apresentado nas Tabelas 6.3 e 6.4.

Tabela 6.3 — Batelada alimentada com vazdo massica constante (em t=24h)

Lip2an | Viotal,24n | Produtividade Produtividade
F (L/h) | S¢(g/L) :
(kUI/L) (L) [KUI/(L.h)] relativa (%)
0,20000 5 7,1 6,30 0,30 25,1
0,10000 10 11,3 3,90 0,47 39,9
0,05000 20 15,9 2,70 0,66 56,2
0,02500 40 20,0 2,10 0,83 70,7
0,01667 60 21,9 1,90 0,91 774
0,01250 80 22,8 1,80 0,95 80,6
0,01000 100 23,7 1,74 0,99 83,7
0,00833 120 24,15 1,7 1,01 85,3
0,00714 140 24,5 1,67 1,02 86,6
0,00625 160 24,7 1,65 1,03 87,3
0,00556 180 25,0 1,63 1,04 88,3
0,00500 200 253 1,62 1,05 89,4
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Tabela 6.4 — Batelada alimentada com vazdo massica constante (na produtividade méaxima)

Lipmax tmax Viota, max | Produtividade | Produtividade
F (L/h) | ¢ (g/L) .

(kUI/L) (h) (L) [kUI/(L.h)] relativa (%)
0,20000 5 10 30,5 7,60 0,33 27,8
0,10000 10 15 29,0 4,40 0,52 43,9
0,05000 20 20,85 28,3 2,92 0,74 62,5
0,02500 40 26,1 27,9 2,20 0,94 79,3
0,01667 60 28,7 27,7 1,96 1,04 87,9
0,01250 80 30,2 27,7 1,85 1,09 92,5
0,01000 | 100 31,2 27,7 1,78 1,13 95,5
0,00833 | 120 31,85 27,7 1,73 1,15 97,5
0,00714 | 140 32,3 27,7 1,70 1,17 98.9
0,00625 | 160 32,85 27,7 1,67 1,19 100,6
0,00556 | 180 33,1 27,7 1,65 1,19 101,3
0,00500 | 200 33,3 27,6 1,64 1,21 102,3

6.2.2 Vazao controlada

Ao se analisar a equacdo de balanco da atividade lipolitica intracelular, verifica-

se que o termo de producdo € fun¢c@o nido de uma unica varidvel, mas sim de uma razao

entre duas varidveis, a concentracdo de substrato externo e a concentragdo de biomassa.

O termo apresenta uma cinética de auto-inibi¢do, caracterizada pela existéncia de um

termo quadritico no denominador da expressdo. Isso indica que nem sempre um

aumento da razdo S,/ X necessariamente significa um aumento da producgdo de lipase.

O valor maximo desse termo € alcancado com um valor de S,/X =0,203g,,/8.4>

valor que s6 € alcancado proximo ao final da fermentacdo. O trecho da varredura de

So/X entre 0-1gg,/g. mostrando os valores para a produgdo de lipase interna € mostrado

na Figura 6.2.
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Taxa de produgéo de lipase interna (KU ipase interna/ Sbiomassa)

| | | | | | | | | | | | | | | | | | |
o o005 01 015 02 025 03 035 04 045 05 05 0B 0OB5 07 075 08 085 09 095 1
Razdo SDIX

Figura 6.2 — Taxa de producdo de lipase interna x Razdo SyX

Com o valor maximo do termo de produgdo de atividade lipolitica, foi simulado

um processo onde uma vazdo massica m =S ,F =10g/h fosse fornecida ao sistema

somente nos momentos onde essa razdao fosse menor que o valor maximo (set point). O
valor de m foi aumentado com relagdo ao valor utilizado na simulacdo com vazdo
constante, pois o valor anterior ndo era suficiente para que a concentra¢io de substrato
extracelular aumentasse. Além disso, um valor de m =10g/h nas simulagdes com
vazao constante causava uma grande repressdo na producdo de lipase interna, além de

um aumento consideravel no volume total do reator.

Esse modo de condugdo apresenta como vantagem a entrada de substrato
adicional no sistema apenas durante um momento onde este serd utilizado para
producdo de lipases, porém demanda uma estratégia de controle de vazdo mais
complexa. O substrato extracelular disponivel no inicio do processo seria utilizado para

a producdo de células, manutencao metabdlica e producio inicial de lipases; no decorrer
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do processo, a adi¢do posterior de substrato manteria a produ¢do de lipases ocorrendo.

Foi fixada uma vazdo F=0,05L/h e uma concentra¢do na alimentacdo de S=200g/L.

Simulacdes foram feitas com Sop=10g/L e Sp=20g/L (Tabela 6.5)

Tabela 6.5 — Batelada alimentada com vazao controlada (F=0,05L/h, $;=200g/L, mdximo)

Lipmsx Produtividade | Produtividade
tm;ix (h) Vméx (L)
(kUI/L) [KUI/(L.h)] relativa (%)
So=10g/L. 51,97 41,3 2,3 1,26 106,6
So=20g/L 52,60 41,1 3,2 1,28 108.5

6.2.3 Batelada alimentada com substrato extracelular constante

Para simular essa estratégia, o balanco de massa para o substrato externo foi

zerado e uma equacao para a vazao volumétrica de entrada foi obtida.

F, = Velt) { K550 X(t)}.

(6.2)
(SF_SO) Kso, +So
1 k.S
- F, = W0 X Vet (6.3)
(SF_SO) KSm+SO

A expressao para Vi dada pela equacdo 6.3 possui uma aparente lembranga com
uma equacgdo para alimentagdo exponencial cldssica, com o objetivo de manter a taxa
especifica de crescimento y constante, porém esta s6 seria obtida caso o balango para o
substrato interno S fosse zerado, ao invés de Sy. Contudo, a condi¢do para u ser
constante também implicaria na ndo variagao da concentrac¢do de oxigénio dissolvido no

meio.
Foram feitas simulacdes com concentracio de substrato externo Sy=10g/L, com

varredura de Sy entre 10-200g/L, e Sy=20g/L, com varredura Sy entre 20-200g/L, cujos

resultados sao apresentados nas Tabelas 6.6 e 6.7.
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Tabela 6.6 — Batelada alimentada com Sy constante (Sy=10g/L) (mdximo)

St (e/L) Lipmax tmax V mix Produtividade | Produtividade
(kUI/L) (h) L) [kUI/(L.h)] relativa (%)
10 0,01 0,5 2,9 0,03 2,7
20 3,9 12,7 2,8 0,32 25,8
40 11,8 19,9 2,7 0,59 50,3
60 18,5 24.9 2,7 0,74 63,1
80 24,0 28,3 2,6 0,85 72,1
100 28,9 30,9 2,6 0,93 79,1
120 33,3 33,2 2,5 1,00 84,9
140 37,3 35,2 2,5 1,06 89,8
160 41,1 37,1 2,5 1,11 94,1
180 44.8 38,9 2,5 1,15 97,9
200 48,2 40,3 2,4 1,20 101,4

Tabela 6.7 — Batelada alimentada com Sy constante (Sy=20g/L) (méximo)

St (e/L) Lipmax tmax V mix Produtividade | Produtividade
(kUI/L) (h) L) [kUI/(L.h)] relativa (%)

20 0,02 0,9 2,9 0,02 1,8

40 3,8 15,2 2,5 0,25 21,1
60 6,8 18,4 2,3 0,37 31,1
80 9,2 20,6 2,2 0,45 37,9
100 11,3 224 2,1 0,51 43,0
120 13,2 23.8 2,0 0,56 47,1
140 14,9 25,0 2,0 0,60 50,5
160 16,4 26,0 2,0 0,63 53,4
180 17,8 27,0 2,0 0,66 55.9
200 19,1 27,8 1,9 0,68 58,1
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6.2.4 Batelada alimentada por degraus

Para realizar as simulagdes com alimentacdo por degrau, foram escolhidos 4
tempos, tanto para dura¢do do degrau quanto para os intervalos entre eles: 1h, 2h, 4h e
6h. Cada simulacdo de degrau foi realizada com vazdes massicas de substrato

m=1g/h e m=5g/h. A concentragcdo de biomassa X foi de 1g/L e de substrato

externo Sy inicial foi de 20g/L. Uma varredura de concentragdes de substrato na
alimentacdo de 5-200g/L mostra que os valores maximos de produtividade relativa na
batelada s@o alcangados com uma maior concentragdo deste pardmetro, sendo mostrados
na Tabela 6.6 os resultados das simula¢des com S=200g/L, concentragdo com a qual os

melhores resultados foram obtidos.

Tabela 6.8— Batelada alimentada com vazao por pulsos — Produtividades maximas

Atividade lipolitica (KUI/L) | touso=1h | tpuso=2h | tpuse=4h | tpuso=6h
m=1g/h 31,1 31,4 29,6 31,5
m=5g/h 37,3 33,1 31,3 32,1
TemPO (h) tpulsozlh tpulsozzh tpulso:4h tpulso:6h
m=1g/h 25,8 25,9 25,2 25,9
m=5g/h 34,6 32,2 30,9 31,0

Volume (L) tpulso=1h tpulso=2h tpulso=4'h tpulso=6h
ii=1g/h 1,565 1,56 1,56 1,56
m=5g/h 1,9 1,9 1,85 1,8

Produtividade relativa % touso=1h | touso=2h | tpuse=4h | tpuise=6h
m=1g/h 102,2 102,9 100,7 103,1
m=5g/h 91,4 87,1 85,8 87,8
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6.3 Discussao dos resultados das simulacoes dos modos de conducao

A varredura de concentragdes iniciais de biomassa e substrato inicial mostrou
que a produtividade médxima (em porcentagem do experimento original) apresenta um
perfil de aumento na medida em que X inicial aumenta em todos os casos, além de um
crescimento e posterior queda quando se aumenta o valor de Sp. Isso se da
provavelmente devido ao sistema se encontrar na regidao onde o termo de producdo de
atividade lipolitica intracelular estar préximo do seu méaximo, segundo o modelo de
auto-inibi¢do. O melhor resultado encontrado foi com a mais alta concentracdo inicial
de biomassa (2g/L) e uma concentragdo ndo tao alta de substrato extracelular inicial

(20g/L), levando a um aumento proximo de 30% na produtividade do processo.

A utilizacdo da batelada alimentada com vazdo constante como modo de
conducdo mostrou um perfil onde o uso de uma alimentacdo com vazdao menor e
concentracdo de substrato na alimenta¢do maior favorecia ligeiramente a producdo de
lipase, com um aumento de 2,3% com relacdo a batelada simples. Aparentemente a
diluicao menor do sistema (menor variagdo de volume, mantendo-se a entrada méssica

de substrato constante) favoreceu um aumento na produtividade de lipase.

O uso de uma vazdo controlada de modo a manter o valor da razdo §S,/X

proximo do valor onde hd maior produgdo de atividade lipolitica intracelular aumentou
em aproximadamente 8,5% a produtividade do processo. Em compara¢do com a vazao
madssica constante, o modo de vazao controlada conseguiu aumentar em 6,3 pontos

percentuais o valor da produtividade do processo.

A simula¢do de uma batelada alimentada com substrato extracelular constante
exibiu uma melhoria muito pouco significativa (aproximadamente 1,4%) na
concentragdo Sy=10g/L, quando usada a concentracio de alimenta¢do S=200g/L,
enquanto que na concentragdo Sy=20g/L a produtividade médxima na simulacdo foi
razoavelmente inferior quanto a batelada simples (58,1%). Entretanto, esse modo obteve

volumes finais menores que os encontrados para uma vazao volumétrica constante.
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A utilizagdo de uma alimentacdo por degraus (com pulso de 6h e m=1g/h)

mostrou-se pouco melhor que uma alimentacdo constante com relagdo a produtividade

relativa ao experimento original (0,8 pontos percentuais).

A Tabela 6.9 mostra um quadro-resumo sobre os resultados obtidos nessas

primeiras simulagdes.

Tabela 6.9 — Quadro-resumo dos melhores resultados em cada estratégia

Estratégia Lipmax tmax V | Produtividade | Produtividade
(kUI/L) (h) (L) [KUI/(L.h)] relativa (%)

Variacdo de concentracdes
iniciais 30,1 20,1 1,5 1,50 130,2

Vazdo de alimentacdo
constante

(Xp=1g/L; S;=20g/L;
§=200g/L; F=0,005L/h)

33,3 27,6 | 1,64 1,21 102,3

Vazao de alimentacao
controlada

(Xp=1g/L; Sy=20g/L; 52,6 41,1 3,2 1,28 108,5
S=200g/L; F=0,05L/h;
So/X=0,203 g/ Ece1)

Substrato extracelular
constante

(Xp=1g/L; Sp=10g/L;
S§=200g/L)

48,2 40,3 2.4 1,20 101,4

Vazio de alimentacao por
degraus

(Xo=1g/L; So=20g/L;
S=200g/L; F=0,005L/h)

31,5 25,9 | 1,56 1,22 103,1
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6.4 Simulacoes modificadas

De posse dos resultados da varredura de condigdes iniciais, da batelada
alimentada a vazao constante, da batelada alimentada a vazao controlada e da batelada
alimentada a pulsos de 6h, novas simula¢des foram feitas, unindo as tendéncias destes
ensaios. Foram realizadas mais trés simulagdes: a primeira com Sp=20g/L, X=2¢g/L,

m=S,F=1g/h, S variando de 5g/L. a 200g/L e vazdo mdssica constante; a segunda

com as mesmas condicdes da batelada alimentada com vazdo constante, porém com
uma vazdo por pulsos de 2h e outra de 6h, com somente S=200g/L como concentra¢ao
de substrato na alimentacdo, e; a terceira com concentracdes iniciais de substrato

externo So=10g/L e Sp=20g/L, X=2g/L., F=0,05L/h, $=200¢g/L e vazao controlada para

manter arazdo S,/ X proxima ao valor mdximo de produgao.

Os resultados sdo apresentados nas Tabelas 6.10 a 6.12.

Tabela 6.10 — Batelada alimentada modificada com vazao volumétrica constante

(maximo)

Lipmax Vmix | Produtividade | Produtividade
F (L/h) | St (g/L) tmax (h) :

(kUI/L) L) [KUI/(L.h)] relativa (%)
0,20000 5 11,45 26,1 6,72 0,44 37,2
0,10000 10 17,15 24.8 3,98 0,69 58,6
0,05000 20 23,5 24,15 2,71 0,97 82,5
0,02500 40 29,2 24,0 2,10 1,22 103,2
0,01667 60 32,0 24,0 1,90 1,33 113,1
0,01250 80 334 24,0 1,80 1,39 118,0
0,01000 | 100 34,5 24,0 1,74 1,44 121,9
0,00833 120 35,3 24,0 1,70 1,47 1247
0,00714 | 140 35,8 24,0 1,67 1,49 126,5
0,00625 160 36,0 23,9 1,65 1,51 127,7
0,00556 | 180 36,3 23,9 1,63 1,52 128,8
0,00500 | 200 36,6 23,9 1,62 1,53 129,9
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Tabela 6.11 — Batelada alimentada modificada com vazao por pulsos

Pulso Lipmax Produtividade | Produtividade
F (L/h) | St (g/L) tmax (h) )
(h) (kUI/L) [KUI/(L.h)] relativa (%)
0,00500 200 2 34,2 22,2 1,54 130,6
0,00500 200 6 32,3 21,4 1,51 128,4

Tabela 6.12 — Batelada alimentada modificada com vazao controlada (maximo)

Lipmsx Produtividade | Produtividade
tm;ix (h) Vméx (L)
(kUI/L) [KUI/(L.h)] relativa (%)
So=10g/L. 52,9 41,3 2,2 1,53 130,2
So=20g/L 50 32,0 2,02 1,56 132,5

6.5 Resultados das simulacoes modificadas

O uso de alimentacdo adicional quando a concentragdao de biomassa inicial € de
2g/LL ndo traz maiores incrementos ao processo do que o ganho jd alcangado pela
mudanga. O ganho préximo de 2 pontos percentuais da alimentacdo baseada no controle

da razdo S,/X ndo € muito significativo com relagdo a produtividade. Algumas

possibilidades para esses resultados podem ser levantadas.

Com relagdo a vazdo constante, uma possibilidade € de que o aumento da
concentracdo de biomassa inicial causasse um maior consumo de substrato no inicio da
fermentacdo, mas direcionado ao crescimento da biomassa, sendo que a alimentacdo
ndo foi suficiente para repor o substrato. Ao se aproximar a regido onde normalmente ha
maior producdo de lipases, ou seja, proximo ao pico da Figura 6.2, o meio j4 estaria
proximo de esgotar-se, o que levaria a taxa especifica de crescimento a valores

proximos a zero, diminuindo a sintese de lipase.

Analisando os valores resultantes da simulagdo com pulsos, pode-se pensar num

caso semelhante ao mostrado na vazao constante. Entretanto, o pulso de 2h mostrou um
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valor ligeiramente mais que o pulso de 6h, provavelmente por ter conseguido fornecer
mais substrato num momento da fermentacdo onde esse componente estava sendo
consumida a uma taxa mais alta que nas simulagdes com Xy=1g/L. Ou seja, o pulso de
6h comecou num momento onde a concentracdo de biomassa ja era alta (aumentando o
consumo de manutencdo) e uma adicdo de substrato ji ndo conseguiria aumentar a

concentra¢do de substrato extracelular de maneira significativa.

A estratégia de vazao controlada para manter a razao Sy/X proxima a um valor de
pico de producido mostrou-se a melhor, pois permitiu que a concentracao de biomassa
aumentasse (fazendo com que mais lipase fosse gerada) e que a concentracdo de

substrato extracelular ndo permanecesse baixa, mas sim préximo ao pico da Figura 6.2.

6.6 Conclusoes das simulacoes de outras estratégias

Os resultados das diversas simulagdes indicam que mudancas nos valores
iniciais das varidveis melhoram a produtividade de lipase com relacdo a batelada
simples, bem como o uso de estratégias de alimentacdo ao longo do bioprocesso.
Entretanto, o uso dessas duas abordagens diferentes ndo € sinérgico, sendo o ganho
obtido com o uso concomitante muito baixo para justificar a utilizagdo conjunta. A
vantagem do aumento da concentracdo inicial é tornar nao necessdrio um sistema de
adicdo de meio ao longo do processo, apresentando como desvantagem um possivel
aumento de tempo, trabalho e recursos na preparacdo da fermentacdo, mais do que no

uso de uma alimentagdo adicional.
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7 Conclusoes e sugestoes de trabalhos futuros
7.1 Analise paramétrica, analise operacional e estimac¢ao de parametros

A andlise paramétrica e operacional do modelo matematico de partida adaptado

de Montesinos (1993) mostrou que ele possui 7 pardmetros significativos (kg ,
Yovo By Mpirs o, » k,a e 0;) e 2 varidveis operacionais com valor inicial

significativo (X e S,);

Todo o sistema de parametros diretamente ligados ao balango de oxigénio (g, ,

k,a e O,) mostrou-se importante, bem como Yy, /x € Bp, no modelo seguinte;

Um refinamento na estimag¢do dos parametros referentes a producdo de lipase
interna e transporte da mesma para o meio extracelular forneceu um novo
conjunto de parametros que ajustaram mais adequadamente os pontos

experimentais;

Os parametros obtidos estdo numa ordem de grandeza compativel com outros

parametros encontrados na literatura;
7.2 Simulac¢oes de modos de conducao

Uma varredura bidimensional das varidveis operacionais significativas (X e

S,) mostrou uma dire¢do onde podem ocorrer melhorias na produtividade do

bioprocesso (aumento préoximo de 30%);

De posse dos parametros estimados, pode-se descobrir o ponto de maior

producdo de lipases com relagdo arazao S,/ X =0,203g,.,/8.4;
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A batelada alimentada mantendo substrato extracelular constante ndao exibiu

melhoria significativa ao bioprocesso; de fato, diminuiu a sua produtividade;

As bateladas alimentadas com vazdo constante e por pulsos geraram uma ligeira
melhora na produtividade, enquanto a batelada alimentada com estabilizacao

proxima a S,/ X =0,203g,, / g., apresentou um melhor resultado com relagao

ao experimento original (de 8,5%);

A aplicacdo da batelada alimentada com estabilizagdo proxima a
S,/ X =0,203g,, /8.4 € o resultado da varredura bidimensional de X e §,

ndo promoveu um aumento significativo na produtividade (com relacdo a

varredura bidimensional).

A melhor estratégia encontrada no presente trabalho foi a adocdo de uma
concentracdo inicial de biomassa de 2,0g/L e mantendo a concentragdo de
substrato inicial em 20g/L, resultando num aumento de 30% com relacdo ao
experimento original

7.3 Sugestoes

Realizacdo de ensaios de validacdo do modelo, de modo a verificar as predi¢coes

desenvolvidas no presente trabalho;

Expandir o modelo para que este seja capaz de modelar também o aparecimento

do segundo pico de atividade lipolitica, presente nos dados experimentais;

Adaptar o modelo para que este consiga medir a influéncia da agitacdo e da

aeracao do sistema no comportamento da levedura na fermentagao;

Adaptar um modelo com o uso de PFC, ja que este se mostrou promissor para a

producdo de lipases com Yarrowia lipolytica.
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8.1 Anexo 1 — Graficos da analise paramétrica
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02 — Taxa especifica de crescimento u
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Gréfico de SO (g substrato extracelular/L) x tempo (h)
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05 — Lipase intracelular Lip
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09 — Oxigénio O
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10 — Protease Pro
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8.2 Anexo 2 — Graficos da analise paramétrica
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02 — Taxa especifica de crescimento u
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03 — Biomassa seca X

0.8+~

02-

Grafico de X (g biomassa seca/L} x tempo (h)
Variavel operacional modificada: 3 (X)

5%

+3%

0%

02+

04

10

15 20 25 30
Tempo (h)

35

40

08

06

04

Grafico de X (g biomassa seca/l) x tempo (h)
Variavel operacional modificada: 4 (SO)

+5%
5%
+0%

10

15 20 25 30
Tempo (h)

35

40

96




04 — Substrato extracelular Sy
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05 — Lipase intracelular Lip
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06 — Lipase externa Lip,,,
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