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1 Introdução 

 

As lipases são enzimas que possuem uma vasta gama de utilizações, desde 

tratamento de resíduos, em detergentes, modificação de alimentos, entre outros. 

Pesquisas apresentam um grande potencial para vários usos, como por exemplo, a 

produção de biocombustíveis. Os problemas na utilização 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 questão é a busca de novas formas 

de obtenção de lipases, incluindo novos microorganismos produtores. 

 

Yarrowia lipolytica é uma levedura não convencional, não patogênica, 

estritamente aeróbia, normalmente encontrada em ambientes com grande quantidade de 

substratos hidrofóbicos (BEOPOULOS et al., 2009; BARTH e GAILLARDIN, 1997). 

É estudada já há mais de 60 anos, quando ainda era classificada no gênero Candida, 

devido à forte relação com aspectos do metabolismo de substratos hidrofóbicos, como 

produção de emulsionantes, acúmulo de óleos e gorduras, síntese de lipases e outros 

(BARTH e GAILLARDIN, 1997). AMARAL et al. (2007b) demonstraram que essa 

levedura pode ser utilizada para produção de lipases num reator multifásico, onde a 

presença de um perfluorcarboneto (PFC) como uma segunda fase líquida permitiu uma 

melhor transferência de oxigênio para o meio reacional, fator limitante em fermentações 

com o uso de microrganismos estritamente aeróbios. Esse trabalho forneceu dados 

cinéticos de produção de lipases (sem o uso de PFC) que possibilitam o estudo e a 

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

 

Um modelo matemático tem como objetivo descrever quantitativamente um 

fenômeno de qualquer natureza. Eles são largamente utilizados nas ciências exatas e 

biológicas para prever o comportamento de sistemas ou fatos que já ocorreram. Na 

engenharia de bioprocessos, modelos matemáticos são de suma importância, já que 

modelos qualitativos não são adequados a resolver todas as questões pertinentes. 

 

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

utiliza algum planejamento experimental estatístico, como uma parte considerável dos 
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trabalhos na engenharia de bioprocessos. Esses planejamentos são utilizados tanto para 

otimização de meios de cultivo quanto para definição de parâmetros ótimos de operação 

do processo. Apesar de sua grande utilidade, os modelos de planejamento experimental 

são restritos a otimizações de variáveis de resposta de um processo, não tendo como 

propósito serem modelos preditivos, expansíveis ou escalonáveis para situações pouco 

diferentes das utilizadas nos experimentos que originaram a otimização, pois são muito 

restritos às condições em que foram executados. Devido a essas limitações, não são 

modelos adequados a, por exemplo, simulações de processos em outras formas de 

condução diferentes das originalmente utilizadas (simulação de processos contínuos 

com equações de batelada e vice-versa). Outros tipos de modelos devem ser adotados 

para tais fins. 

 

Um modelo baseado em um conjunto de balanços de massa para cada um dos 

componentes, com parâmetros ajustáveis e tendo base empírica e/ou teórica, se 

apresenta mais adequado para tal fim. No entanto, modelos como esses são mais difíceis 

de serem construídos, 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 simulação do modelo e estimação dos parâmetros, contudo, 

torna atraente essa abordagem. Além do mais, modelos desse tipo permitem um melhor 

entendimento do processo como um todo, mostrando como ocorre a influência de uma 

variável sobre outra de uma maneira mais fácil, ao invés de agregar influências de uma 

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

 

Modelos tradicionais são também mais indicados para o controle de processos, 

onde a existência de equações de balanço de massa possibilita usar técnicas já 

conhecidas para tal fim, facilitando sua posterior implementação 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 

laboratório são passados para escalas maiores (escala piloto e, possivelmente, escala 

industrial), quanto à diminuição do seu porte (scale down), quando se pretende que um 

processo industrial torne-se mais eficiente, mas não se pode (ou não é conveniente) 

realizar experimentos numa planta industrial.  
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2 Objetivos 

 

O objetivo geral da presente dissertação foi o desenvolvimento de um modelo 

matemático para a produção de lipase por Yarrowia lipolytica em biorreator, visando à 

estimação de parâmetros cinéticos e estequiométricos que descrevessem o sistema 

experimental, bem como a otimização de estratégias operacionais, tendo como objetivo 

um maior rendimento. 

 

Os objetivos específicos desse trabalho foram delineados para: 

 

1. Construir um modelo para o bioprocesso de modo que seja representativo do 

processo, evitando parametrização excessiva e que descreva os fenômenos do 

processo de produção de lipase por Yarrowia lipolytica; 

2. Realizar uma análise paramétrica e das condições de operação do modelo, a fim 

de avaliar os parâmetros e as variáveis operacionais mais relevantes, i.e., àqueles 

que mais influenciam nas respostas do sistema; 

3. Estimar os parâmetros do modelo empregando dados experimentais; 

4.  Simular diferentes formas de condução do bioprocesso, como bateladas 

alimentadas, visando à otimização do mesmo. 
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3 Revisão bibliográfica 

 

3.1 Lipases 

 

Os triglicerídeos (ou triacilgliceróis) são moléculas compostas por uma molécula 

de glicerol esterificada com 1 a 3 ácidos graxos, que são ácidos carboxílicos com cadeia 

carbônica relativamente longa (mais de 4 átomos de carbonos). Eles constituem o maior 

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

 

Lipases (EC 3.1.1.3) são catalisadores biológicos capazes de promover uma 

série de reações envolvendo as ligações éster dos triglicerídeos; elas se diferenciam das 

esterases por hidrolisar especificamente ésteres onde o ácido graxo possui cadeia longa 

e normalmente insolúvel em água, enquanto as esterases hidrolisam ésteres de cadeia 

graxa curta, gerando carboxilatos solúveis em água (CHAHINIANA e SARDA, 2009). 

As lipases podem ser encontradas em quase todas as formas de vida, dada a sua 

importância. (SHARMA et al., 2001), sendo sua principal função nos organismos a de 

hidrólise dos triacilgliceróis para uso na obtenção de energia. Porém, ao longo do 

tempo, foi descoberta uma grande capacidade dessas enzimas para reversão da hidrólise, 

alcoólise, e transesterificação de triglicerídeos. Como se trata de um equilíbrio químico, 

as concentrações dos reagentes são as principais variáveis que influenciam em quais as 

reações ocorrem predominantemente.  

 

3.1.1 Estrutura e função 

 

As lipases possuem dissacarídeos ligados covalentemente a sua cadeia peptídica 

(glicoproteínas) com uma massa molar dentro da faixa de 20kDa a 60kDa. Sua atividade 

específica está em torno de 1000UI a 10000UI (SHARMA et al., 2001). 

 

As lipases não possuem uma quantidade maior de aminoácidos lipofílicos do 

que outras enzimas e proteínas. Entretanto, as lipases são solúveis em meio aquoso e 

também possuem uma grande capacidade de interagir com substâncias apolares. Isso 

demonstra que possuem partes polares e apolares em sua área externa, mostrando uma 
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estrutura primária com seqüências predominantemente polares para solubilização em 

meio aquoso, alternando com seqüências apolares para interação com fases apolares 

(FOJAN et al., 2000). As lipases também possuem uma área superficial maior que as 

outras proteínas, favorecendo ainda mais a interação das enzimas em meios de 

polaridades diferentes e maior solubilização. (JAEGER e REETZ, 1998) 

 

A grande vantagem das lipases possuírem partes apolares em sua superfície é o 

fato dessas regiões interagirem com fases apolares compostas de óleos e graxas 

(CIAFARDINI et al., 2006). Isso permite que as enzimas consigam maior acesso aos 

triglicerídeos, dada a baixa solubilidade dos mesmos na fase aquosa (JAEGER e 

REETZ, 1998). Ocorre, então, a formação de um equilíbrio entre as lipases livres no 

meio aquoso e as lipases agregadas à 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 dissacarídeos, 

predominantemente manose, sendo seguida de galactose, xilose e arabinose. Esses 

carboidratos não são fazem parte do sítio ativo da enzima, tendo como função diminuir 

a quebra de sua estrutura pela ação de proteases extracelulares, facilitar o acesso da 

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

 

O sítio ativo das lipases é constituído por uma tríade de aminoácidos serina, 

aspartato e histidina em seqüência (Ser-Asp-His) (JAEGER e REETZ, 1998). O n-

glicerídeo sofre um ataque nucleofílico pela serina em um dos carbonos das carboxilas 

esterificadas. Nesse momento é liberado um (n-1)-glicerídeo, ficando o ácido graxo 

ainda ligado à enzima. A continuação da reação depende do próximo nucleófilo 

disponível no meio reacional (água, álcool ou até mesmo outro glicerídeo); esse 

nucleófilo ataca o ácido graxo e só depois o ácido graxo se separa da enzima com seu 

novo ligante (STRYER, 2004). Esse mecanismo é normalmente chamado de Ping-Pong 

Bi Bi, já que conta com entradas e saídas coordenadas (Ping-Pong) de dois substratos e 

dois produtos (Bi Bi) (JAEGER e REETZ, 1998; STAMENKOVIC et al., 2011; PAIVA 

et al., 2000). 
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3.1.2 Influência do meio e de fatores operacionais na atividade de lipases 

 

As lipases possuem um pH ótimo de atividade catalítica 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 lipolítica em valores 

de pH baixos, como as produzidas pela bactéria Chromobacterium viscosum. Essa 

característica pode se tornar uma vantagem no uso industrial das lipases, já que a 

hidrólise de triglicerídeos naturalmente abaixa o pH do meio reacional, ao gerar ácidos 

livres (SANGEETHA et al., 2011). 

 

As lipases apresentam atividade razoavelmente estável sob temperatura 

ambiente. Algumas lipases conseguem ser estáveis numa temperatura maior e possuem 

potencial de uso industrial. Porém, normalmente as lipases apresentam perda de 

atividade catalítica por volta de 40°C, como as lipases pancreáticas e as lipases 

extracelulares microbianas. Entretanto, alguns organismos como a bactéria 

Chromobacterium viscosum produzem lipases que podem ser estáveis até 60°C. 

Algumas bactérias do gênero Pseudomonas conseguem produzir lipases capazes de 

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

 

Durante a produção de lipases, outros fatores podem influenciar a atividade 

lipolítica, tais como a produção de proteases concorrentemente à produção das lipases. 

Proteases são enzimas responsáveis por quebrar ligações entre aminoácidos específicos 

de uma cadeia protéica, tornando-a não-funcional. As proteases são normalmente 

produzidas de modo que o microorganismo seja capaz de utilizar algum recurso do meio 

de fermentação ou como estratégia de defesa contra outros organismos. Essa produção 

de proteases normalmente está associada ao crescimento do micro-organismo e, 

dependendo do mesmo, pode tornar inviável a produção de enzimas ativas em 

bioprocessos. Normalmente o efeito mais pronunciado da ação das proteases se dá na 

fase estacionária do processo, onde o crescimento da biomassa e a produção das 

enzimas de interesse já cessaram e somente a atividade proteolítica influi na atividade 

lipolítica do meio (OUEDRAOGO et al., 2011). 
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Além dos fatores previamente mencionados, a concentração de co-fatores 

enzimáticos ou a concentração iônica do meio podem influenciar a atividade da lipase 

ao longo da sua produção. Um recurso utilizado para a hidrólise de glicerídeos é 

adicionar íons cálcio ao meio, já que os sais formados entre os carboxilatos (vindos dos 

ácidos graxos) e o cálcio são insolúveis em meio aquoso, deslocando assim o equilíbrio 

químico no sentido da hidrólise dos glicerídeos presentes. Concentrações baixas de 

surfactantes podem melhorar a taxa de reação das lipases devido ao aumento da 

solubilidade dos óleos e graxas no meio; porém um excesso acaba bloqueando o acesso 

das enzimas ao substrato (SANGEETHA et al., 2011). Além disso, o próprio consumo 

do substrato pode fazer com que o equilíbrio favoreça o sentido da hidrólise.  

 

3.1.3 Especificidade de enzimas 

 

As lipases podem realizar o ataque aos triglicerídeos em 3 pontos, um em cada 

ácido graxo esterificado ao glicerol. Algumas lipases podem possuir especificidades 

com relação à quais pontos elas atacam. Essa característica das lipases é de grande 

importância para a utilização industrial posterior das mesmas, já que várias matérias 

primas e produtos dependem do tipo e da taxa de reação que as enzimas promovem. As 

lipases são divididas em dois grandes grupos quanto a sua especificidade: lipases 

específicas e lipases não específicas. 

 

As lipases não-específicas podem atacar todas as posições do triglicerídeo, 

gerando os diglicerídeos e monoglicerídeos correspondentes [(1-2), (1-3) e (2-3)-

diglicerídeos]. Algumas leveduras do gênero Candida produzem lipases não-

específicas. (ÖZTÜRK, 2001, MONTESINOS, 1993) 

 

As lipases específicas apresentam atividade nas posições 1 ou 3 do triglicerídeo. 

Quando a lipase age em triglicerídeos, ela gera o diglicerídeo correspondente [(1,2) ou 

(2,3)-diglicerídeo] ou o 2-monoglicerídeo, caso a enzima tenha atacado um diglicerídeo. 

Ocorre que os diglicerídeos (1,2) e (2,3) não são estáveis e passam a configuração (1,3), 

com a migração do ácido graxo esterificado na posição 2 para a ponta livre; no caso do 

2-monoglicerídeo, o ácido graxo migra para uma ponta do glicerol (automaticamente 
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passando a ser essa posição a de número 1). Devido a esse equilíbrio, normalmente a 

liberação de ácidos graxos no meio é tão maior quanto a concentração de glicerídeos 

com maior número de ácidos graxos esterificados. Ou seja, a atividade é alta quando há 

uma concentração maior de triglicerídeos e vai diminuindo a medida que a 

predominância dos glicerídeos passa a ser dos diglicerídeos e posteriormente dos 

monoglicerídeos, até a quebra total das ligações éster entre o glicerol e os ácidos graxos. 

É provável que a especificidade dessas enzimas seja derivada de um impedimento no 

acesso à posição 2 pelo sítio ativo, derivado da estrutura terciária das lipases 

específicas. (ÖZTÜRK, 2001) 

 

Tabela 3.1 – Micro-organismos produtores de lipases quanto à especificidade 

(MONTESINOS, 1993) 

Produtores de lipases específicas Produtores de lipases não-específicas 

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 há casos de especificidade de enzimas quanto ao tamanho da cadeia dos 

ácidos graxos, dando preferência a cadeias curtas (como a lipase de Penicillium 

cyclopium) e de cadeias mais longas (lipase de Rhizopus delemar). Também há casos de 

especificidade quanto à presença ou não de insaturações na cadeia lateral dos ácidos 

graxos presentes no glicerídeo (como a de Geotrichum candidum) (MONTESINOS, 

1993). 
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3.1.4 Utilização das lipases 

 

As lipases podem ser utilizadas em um número vasto de situações, produtos e 

processos industriais, devido à versatilidade, presença ou necessidade de modificação de 

glicerídeos em vários aspectos da vida cotidiana e da tecnologia, condições ambientais 

de uso etc. As características comuns entre as enzimas (com as lipases inclusas) de 

atividade em temperaturas próximas à ambiente e especificidade de reações as tornam 

interessantes para uso. Cada área tem uma necessidade específica na qual as lipases 

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

existente (COELHO et al., 2008). 

 

A indústria de detergentes é muito favorecida pelo uso de lipases na formulação 

dos produtos, já que gorduras estão largamente presentes em manchas em diversos 

itens, como roupas, utensílios e equipamentos. A lavagem sob temperaturas baixas faz 

com que as gorduras não sejam removidas plenamente, demandando mais esforço e 

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

 

Na área de tratamento de resíduos, a adição de lipases pode ser de grande auxílio 

no tratamento de efluentes com grande quantidade de gordura, situação encontrada na 

indústria de laticínios, matadouros e esgoto urbano, tornando mais eficiente a 

degradação da gordura em tratamentos secundários (HASAN et al., 2006). 

 

A indústria de óleos vegetais não destinados à fabricação de biodiesel também 

oferece grandes possibilidades de uso para as lipases, aumentando o rendimento do 

processo de refino de óleos. Além disso, a capacidade de modificação de óleos de 

diversas pode ser útil para: síntese de óleos com características de saturação 

diferenciadas, aumentando o valor agregado dos produtos; síntese de glicerídeos que 

possuam características de ponto de fusão especiais, para a produção de margarinas; 

síntese de alcoóis graxos, muito utilizados pela indústria alimentícia devido à 

capacidade emulsionante (BHOSLE & SUBRAMANIAN, 2005). 
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Além dos usos gerais das lipases descritos anteriormente, o uso de lipases na 

produção de biodiesel tem se mostrado promissor nos últimos tempos, tendo recebido 

atenção de novas pesquisas para resolução de questões que possibilitem seu uso em 

escala industrial (ROYON et al., 2007). 

 

3.1.4.1 Lipases na produção de biodiesel 

 

Ao longo dos últimos tempos, o biodiesel assumiu uma posição de destaque nos 

esforços mundiais para a diminuição do consumo de petróleo no mundo e utilização de 

fontes renováveis de energia. A relativa proximidade da escassez de petróleo e as 

mudanças climáticas resultantes da liberação do carbono preso há milhões de anos 

fizeram com que pesquisas para a substituição de seus derivados fossem iniciadas, 

sendo o biodiesel forte candidato ao lugar do diesel (ROYON et al., 2007). Os óleos 

vegetais poderiam ser utilizados diretamente como combustível, caso fossem 

misturados ao diesel comum a uma proporção correta (ou blending), para usos que não 

requisitassem muito tempo de conservação. Entretanto, para substituição direta do óleo 

diesel, esse uso traria diversas desvantagens, pois os óleos vegetais possuem 

características físico-químicas diferentes do diesel como acidez elevada (devido à 

hidrólise dos glicerídeos), viscosidade mais alta, ponto de fulgor mais baixo etc. Essas 

desvantagens podem ser razoavelmente amenizadas com a esterificação dos ácidos 

graxos dos glicerídeos com alcoóis de baixa massa molar (de 1 a 3 átomos de carbono) 

(ANTCZAK et al., 2009). 

 

A tecnologia mais usada para fabricação de biodiesel é a catálise alcalina, que 

utiliza bases inorgânicas fortes (como soda ou potassa cáustica) para promover a síntese 

dos ésteres de alcoóis de cadeia curta. O processo é eficiente do ponto de vista industrial 

e economicamente vantajoso, porém as operações de downstream como separação do 

catalisador e recuperação do álcool não reagido costumam ser difíceis e aumentam 

consideravelmente o custo do processo (LEUNG et al., 2010; MARCHETTI et al., 

2007). 
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A utilização de lipases como catalisadores da reação de síntese de biodiesel 

consegue fazer com que as etapas de downstream sejam mais fáceis e baratas de serem 

realizadas, além de mais seguras. As condições de temperatura do processo também são 

mais interessantes, já que no caso da catálise alcalina, as temperaturas estão acima da 

ambiente, demandando mais utilidades numa planta química (MARCHETTI et al., 

2007). 

 

Atualmente a principal desvantagem apresentada na utilização de lipases para 

fabricação de biodiesel é o seu custo de produção ainda muito elevado, além da 

desativação da enzima ao longo do tempo de operação devido à concentração de álcool, 

o que aumenta ainda mais os custos de produção. Para amenizar esses problemas, várias 

abordagens estão sendo usadas, como: engenharia genética para obtenção de enzimas 

mais resistentes ao meio de produção; utilização de co-solventes no meio reacional para 

diminuir os efeitos da inibição pelo álcool e; imobilização de enzimas em suportes para 

reutilização mais eficaz do biocatalisador. Muitos trabalhos já utilizam, por exemplo, 

enzimas imobilizadas em meios com co-solvente para a produção de biodiesel, com 

resultados interessantes (ANTCZAK et al., 2009; ROYON et al., 2007; SHIMADA et 

al., 1999; WATANABE et al., 2000). 

 

3.1.5 Produção de lipases 

 

As lipases são produzidas por diversos tipos de organismos, desde bactérias e 

leveduras até animais e plantas, uma vez que os lipídios apresentam diversas funções na 

natureza. Entretanto, devido à facilidade de cultivo em larga escala, conhecimento 

acumulado ao longo do tempo e novas técnicas de seleção e engenharia genética, a 

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

 

Vários micro-organismos são capazes de produzir lipases, mas o uso de 

leveduras apresenta vários pontos favoráveis, como adaptabilidade maior com relação a 

mudanças 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 mutações ocorrentes ao longo do processo que 

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

 

A principal referência na produção de lipases por leveduras é o gênero Candida, 

mais notadamente as espécies C. rugosa e C. antarctica. Ainda assim, muitas outras 

leveduras também foram alvo de investigação quanto à produção de lipases, como 

diversas espécies do gênero Pichia, Yarrowia lipolytica, Trichosporon asteroids, 

Toluraspora globosa e outras (VAKHLU e KOUR, 2006). Novas leveduras ou 

linhagens diferentes destas são descobertas normalmente, como o indica o trabalho de 

Ciafardini (2006), onde linhagens de Saccharomyces cerevisiae e Williopsis californica 

com grande potencial de produção de lipases foram identificadas em azeite de oliva 

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

do próprio 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 hidrólise do substrato lipídico. De uma maneira geral, a 

presença de lipídios no meio extracelular é um indutor da produção de lipases, tendo os 

meios constituídos dessa fonte de carbono uma maior produtividade quanto à lipases 

(TREICHEL et al., 2010). Entretanto, Yarrowia lipolytica IMUFRJ utilizada por 

Amaral (2007) não 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 nitrogênio 

desempenha um papel importante para a produção 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, constituído 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 são aqueles 

provenientes de resíduos de alguma indústria. Esses meios complexos chamam a 

atenção por serem meios que podem possuir vários componentes necessários para 

produção de lipases, além de serem normalmente muito baratos (já que são rejeitos), 

sendo uma escolha usual para estudos de produção de lipases com fermentação em 

estado sólido. Um efeito colateral do uso de resíduos industriais é dar destinação a algo 

que pode significar um problema ambiental no descarte na natureza. Mas nem sempre 

esse meio conterá todos os componentes necessários para o processo fermentativo, 

sendo então necessário pesquisar quais os rejeitos com potencial tecnológico ou como 

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

 

3.1.5.3 Efeitos de pH e temperatura na produção de lipases 

 

Corzo e Revah (1999) fizeram um planejamento experimental onde verificaram 

a influência 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 influência e foi encontrado um valor ótimo de 29,5°C, uma 

temperatura comum para micro-organismos mesofílicos. Para o pH, o valor ótimo 

encontrado foi de 4,7, um valor afastado de onde a atividade lipolítica é drasticamente 

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

 

3.1.5.4 Efeitos da transferência de oxigênio na produção de lipases 

 

Elibol e Ozer (2000) mostraram que a transferência de oxigênio apresenta 

grande importância na produção de lipases por Rhizopus arrhizus. Tanto o aumento na 

agitação do sistema (de 200 para 300 rpm) quanto o aumento da vazão volumétrica de 

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

produtividade de lipases. 

 

O trabalho de Amaral (2008) utilizou também um perfluorcarbono em 

experimentos de produção de lipases com Yarrowia lipolytica em um biorreator de 2L, 

a fim de avaliar o efeito dessa adição na transferência de oxigênio. Os resultados 

mostraram um amento de 25% no kLa (coeficiente global de transferência de oxigênio) 

em ensaios tendo com água 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 kLa. 
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3.2 Yarrowia lipolytica 

 

Na engenharia de bioprocessos, diversas leveduras foram utilizadas nos 

processos biotecnológicos ao longo de toda a história. Normalmente, leveduras 

consideradas “convencionais”, como a espécie Saccharomyces cerevisiae, são os micro-

organismos mais utilizados como modelos clássicos de estudo e produção, tendo sido 

longamente estudados no decorrer do tempo. Porém, outras leveduras “não-

convencionais”, como Yarrowia lipolytica foram sendo descobertas e seus potenciais 

tecnológicos desvendados. (BARTH e GAILLARDIN, 1997) 

 

Yarrowia lipolytica é um ascomiceto mesofílico, apresenta dimorfismo e foi 

classificado originalmente como Candida lipolytica, sendo reclassificado depois como 

Endomycopsis lipolytica, Saccharomycopsis lipolytica e finalmente seu nome final. É 

considerada não-patogênica, ou Generally Regarded As Safe – GRAS (BARTH e 

GAILLARDIN, 1997), e muito utilizada como modelo para leveduras “não-

convencionais” (FICKERS et al., 2011). Nos anos 60, devido ao surgimento de projetos 

para a produção de single-cell proteins (SCP), foi mais estudada, dada a sua capacidade 

de crescer em meio contendo n-parafinas como única fonte de carbono, uma matéria-

prima barata e bastante disponível 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 camarões. Apesar disso, Yarrowia 

lipolytica apresenta-se como uma levedura estritamente aeróbia, tendo a capacidade de 

assimilar uma vasta gama de substratos, como glicose, alcoóis, acetato e substratos 

hidrofóbicos como ácidos graxos e alcanos. Apesar das cepas selvagens não serem 

capazes de assimilar sacarose, devido a esta levedura não produzir invertase  (enzima 

que hidrolisa este dissacarídeo) (BARTH e GAILLARDIN, 1997), já há na literatura 

relatos onde foi feita uma modificação genética para que a mesma fosse capaz de 

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

 

Como Yarrowia lipolytica é estritamente aeróbia, seu metabolismo é altamente 

ligado aos ciclos que envolvam o consumo de oxigênio. Amaral (2007) utilizou PFC 
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disperso no meio como carreador de oxigênio da fase gasosa para a fase líquida. Foi 

descoberto que o uso de PFC aumentou a taxa específica de crescimento e também a 

produção de lipases. Foi verificada também uma relação linear da produtividade 

lipolítica com o parâmetro kLa, indicando a estreita dependência com o oxigênio que 

Yarrowia lipolytica possui. 

 

Uma vasta gama de metabólitos pode ser secretada por Yarrowia lipolytica, 

como ácidos orgânicos (tais como citrato/isocitrato, α-cetoglutarato, ácido 2-

hidroxiglutárico e ácido 2-cetoglutárico), lisina e diversos tipos de enzimas, como 

protease alcalina, protease ácida, RNase, fosfatases e lipases. (BARTH e 

GAILLARDIN, 1997). 

 

A primeira identificação de atividade lipolítica de Y. lipolytica data de 1927, 

quando Harrison observou que a mesma era capaz de hidrolisar gorduras. A partir desta 

data, vários trabalhos vêm sendo realizados visando à produção 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 características observadas na 

produção de lipase a partir de Y. lipolytica é que esta enzima tanto se encontra no meio 

extracelular quanto no meio intracelular, sendo a proporção destas nestes meios 

dependente da fase de crescimento no qual a cultura se encontra (Pereira-Meirelles et 

al., 2000).  

 

Alguns trabalhos têm se dedicado à identificação dos genes responsáveis pela 

codificação das diversas lipases que Y. lipolytica é capaz de produzir. Lip1, Lip3 e Lip6 

são lipases intracelulares (Fickers et al., 2005). Lip2 é extracelular e outras duas lipases, 

Lip7 e Lip8, são ligadas a membrana celular da levedura e são bastante estáveis a 

variações de pH e temperatura. Além da posição onde estas se encontram, as seqüências 

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

 

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

expressão comercial, atualmente existem duas empresas responsáveis por sua 
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comercialização: 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 não produz 

álcool nem glicerol quando crescida em excesso de glicose. O metabolismo é 

estritamente aeróbico e o excesso de glicose é convertido a lipídios e estocado nas 

estruturas chamadas corpúsculos lipídicos. Também forma uma grande quantidade de 

intermediários do ciclo de Krebs, acumulando ácido cítrico. Estas duas propriedades 

fisiológicas tem tornado esta levedura um excelente produtor de bio-óleo para diversas 

aplicações. Os lipídios derivados de Yarrowia lipolytica apresentam uma composição 

em ácidos graxos com 14,7–23,1% de ácido palmítico (16:0), 47,1–68,3% de ácido 

esteárico (18:0), 6,9–18,2% de ácido oléico (18:1), 2,2–8,9% de ácido linoléico (18:2) 

(Papanikolaou et al., 2006).  

 

O acúmulo de lipídio em Y. lipolytica (37% a 70% em peso) tem sido 

investigado por diferentes autores, empregando glicerol industrial (Aggelis et al., 1999), 

óleo de milho e estearina (Bati et al., 1984). Papanikolaou et al. (2006) puderam 

modular o nível de ácidos graxos poliinsaturados obtendo uma composição lipídica do 

tipo de manteiga de cacau, devido à diferença no consumo seletivo e utilização de 

ácidos graxos por Y. lipolytica a partir de uma mistura de gordura animal (estearina), 

glicerol e glicose. 

 

Existe uma relação entre o metabolismo lipídico e a produção de outros 

metabólitos de interesse comercial como o ácido cítrico. 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 produção e acumulação de lipídeos, e a última de 

produção de ácido cítrico. Diante deste resultado, é esperado que alterações no 

metabolismo lipídico devam alterar o metabolismo de ácidos orgânicos (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 interpretação de um conjunto de fenômenos ocorrentes 

no universo (ou em partes dele), de modo que lhe seja possível prever acontecimentos 

futuros ou descobrir o que pode ter acontecido no  passado. A construção de modelos é 

um das atividades fundamentais da ciência, demandando uma cuidadosa análise da 

natureza, capacidade interpretativa e diversos testes e experimentações. Tanto na 

formulação quanto na contínua avaliação da validade do modelo formulado, a tomada 

de dados (quantitativos ou qualitativos) é de fundamental importância, para que a 

interpretação da natureza seja a mais próxima possível da realidade. No entanto, deve-se 

notar que um modelo nunca representa fielmente a realidade, mas uma interpretação 

científica dela, não sendo absoluto ou imutável (SCHWAAB e PINTO, 2007). 

 

3.3.1 Construção de um modelo 

 

Sendo a construção de um modelo basicamente a aplicação do método científico, 

algo intrinsecamente de natureza cíclica, pode-se dizer de maneira simplificada que: 

• São feitas observações e informações são acumuladas sobre o fenômeno, com 

causas e conseqüências sendo identificadas; 

• Hipóteses são feitas sobre a ligação existente entre causas e conseqüências; 

• São feitos testes nas hipóteses para que seja verificada a validade das hipóteses; 

• Caso as hipóteses não se mostrem válidas, retorna-se a construção de novas 

hipóteses (ou correção das anteriores); caso sim, um modelo é criado.  

 

A Figura 3.2 representa graficamente o processo de construção de um modelo. 

 

Figura 3.1 – Etapas de construção de um modelo 

Observações Hipóteses Testes 

Confirmação? 
Não 

Testes 
Sim 
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Quando se trata de um modelo matemático de um processo químico, físico ou 

bioquímico (modelos que normalmente possuem variáveis quantitativas) é normal o 

modelo ser constituído por um conjunto de equações que relacionam as variáveis do 

sistema à resposta desejada ou obtida em experimentos. Entretanto, muitos modelos 

microbiológicos são 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 reações 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 

válida ao evitar o consumo de materiais e o dispêndio de tempo, ou mesmo mostrando a 

possibilidade desse processo existir em condições fisicamente possíveis ou plausíveis. 

Além disso, torna possível a manipulação do bioprocesso de modo que ele alcance (ou 

ocorra em) condições ótimas sob uma visão industrial, como maiores produtividades ou 

menores custos. O modelo também pode tornar o controle do processo algo factível, 

pois o conhecimento de como o sistema reage a perturbações fundamenta a forma como 

se pode intervir nele e recuperá-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 laboratório fornecem informações para plantas piloto ou 

mesmo industriais, quanto diminuição da escala, quando é necessário otimizar um 

processo industrial já existente e não se pode parar a produção, gastos de tempo ou 

matéria-prima não são desejados, ou há comprometimentos de segurança, onde então 

experimentos são realizados numa escala menor. (NIELSEN et al., 2003; 

MONTESINOS, 1993; BAILEY e OLLIS, 1986). 

 

3.3.3 Modelagem matemática 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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relação entre as variáveis desse sistema. Para tal, é necessário que expressões cinéticas 

sejam utilizadas para as reações principais ocorrentes no bioprocesso. A modelagem 

cinética envolve definir correlações entre as taxas de aparecimento ou consumo de 

componentes do sistema com as concentrações das variáveis que o constituem 

(reagentes, intermediários e produtos), dando origem às taxas cinéticas. Essas taxas 

precisam ser definidas em um volume de controle, que normalmente representa todo o 

espaço onde as reações ocorrem e tem como principal característica as variáveis serem 

iguais em todos os pontos do volume de controle. Esse volume pode ser constante ou 

variável, dependendo de como o processo esteja sendo conduzido, contanto que as 

variáveis possuam o mesmo valor na extensão desse volume (NIELSEN et al., 2003). 

 

Essas equações normalmente possuem bases teóricas ou empíricas; as primeiras 

são oriundas de um modelo teórico, baseado em alguma descrição mecanicista do 

fenômeno, enquanto as segundas procedem de um modelo baseado principalmente em 

correlações dos dados experimentais, com pouca ou nenhuma fundamentação teórica, 

tendo um sentido mais prático, mas ainda úteis. Além disso, elas independem do modo 

de condução do processo, sendo específicas somente onde está localizada a variável 

sendo descrita, no volume de controle ou interior de células (BAILEY e OLLIS, 1986; 

NIELSEN et al., 2003). 

 

De posse dessas taxas específicas para cada componente do sistema e dos 

balanços de massa característicos do modo de condução 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 

condições no início sejam conhecidas. Outras variáveis podem demonstrar-se também 

importantes, mesmo quando não compõem diretamente o sistema biológico como 

pressão, temperatura, vazões de entrada e/ou saída ou agitação do reator, dentre outras. 

 

3.3.4 Complexidade de modelos 

 

Processos biológicos possuem uma enorme complexidade de modelagem. As 

simplificações que são usadas possuem um caráter empírico muito forte, frutos de 
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acúmulo de experiência ao longo do tempo (considerações heurísticas). Há vários 

processos que ocorrem nas células, direta ou indiretamente relacionados aos 

componentes de interesse do modelo. A descrição desses processos seria ainda uma 

tarefa altamente dispendiosa em termos de tempo e recursos, dado o conhecimento atual 

dos eventos de nível molecular que ocorrem nos sistemas biológicos. O mais usual é 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 construído, deve-se sempre definir o quão complexo ele 

deverá ser. Ele pode assumir uma complexidade enorme, ou pode assumir uma 

complexidade baixíssima, onde poucas são as variáveis que ele consegue descrever 

corretamente ou poucos eventos que ocorrem no fenômeno. A complexidade de um 

modelo deve ser tal que ele descreva bem as variáveis que se deseja avaliar e consiga 

cumprir com as necessidades que seu futuro uso demanda. Ou seja, deve ser o mais 

simples possível, mas não simplório. Há duas formas principais de se dividir a 

complexidade dos modelos em bioprocessos: modelos não-estruturados ou estruturados 

e modelos não-segregados ou segregados. Essa classificação gera quatro tipos de 

modelo, mostrados a seguir. 

 

 
Figura 3.2 – Tipos de complexidade de modelos em bioprocessos 

 

3.3.4.1 Modelos não-estruturados e estruturados  

 

Um modelo não-estruturado considera a biomassa como uma entidade única, 

não reconhecendo que as células são um conjunto de moléculas que podem ter sua 

concentração variada ao longo do processo. A variação de biomassa nesse modelo é 
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realizada em apenas uma reação, baseada numa conversão global de substrato limitante 

em biomassa. Essa variação de biomassa é especificada por uma única taxa específica 

de crescimento, representada comumente por µ e definida pela equação (3.1). 

 

(3.1) 

 

Na equação (3.1), X indica a concentração de biomassa do sistema e t 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 específica de consumo do substrato limitante, –rS, é diretamente proporcional a 

taxa específica de crescimento µ, segundo a equação (3.2): 

 

(3.2) 

 

Essa relação é muito simples e por isso pode não representar completamente a 

taxa global de consumo de substrato limitante, já que mesmo quando não há 

crescimento celular há um consumo de substrato, destinado à manutenção das funções 

básicas do micro-organismo. Para tal caso, há a adição de um termo que descreve mais 

precisamente esse consumo de manutenção, gerando uma nova equação para a taxa 

específica de consumo do substrato limitante, dada por 

 

,                                             (3.3) 

 

onde β é chamado de coeficiente de manutenção. Esse termo não representa 

perfeitamente o consumo de manutenção (já que esse consumo não é necessariamente 

constante), mas representa uma boa aproximação para contabilizar esses efeitos, quando 

conjugado com o termo de consumo pelo crescimento. 

 

( ) βµ +=− XSS Yr /

( ) µXSS Yr /=−

dt

dX

X

1
=µ
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O modelo empírico para a taxa específica de crescimento mais utilizado em 

modelagem de bioprocessos foi criado por Monod em 1942, possuindo várias 

similaridades matemáticas com outras equações vistas na engenharia química, dada por 

 

,                                              (3.4) 

 

onde S é a concentração de substrato limitante, µmax é a taxa específica de crescimento 

máxima que o microorganismo pode alcançar e KS é uma constante de saturação de 

crescimento celular, não tendo KS significado bioquímico ou teórico (BAILEY e 

OLLIS, 1986). Nota-se que ambos os parâmetros dizem respeito a um substrato 

específico, mas a equação pode ser expandida para mais variáveis. Outras equações 

podem ser usadas para modelagens não estruturadas, como as equações de Teissier, 

Moser, Contois e a função logística (BAILEY e OLLIS, 1986). 

 

Um modelo estruturado reconhece a existência de outras partes da biomassa que 

não ela própria e única, diferentemente de modelos não-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 separação permite modelar componentes da célula que variam 

independentemente da massa total do agente biológico, o que se aproxima mais de um 

modelo que seja utilizável em modelagens mais robustas e confiáveis. Uma maior 

diferenciação nas taxas de componentes celulares torna esses modelos mais indicados 

para uso em processos dependentes do tempo ou a portabilidade para outras condições 

de condução do processo. 

 

A maneira mais simples de modelagem estruturada em bioprocessos é usar 

modelos compartimentais baseados na criação de uma variável para grupos de 

componente da célula, por exemplo, concentração de lipídios, proteínas, 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 não modelados. Como medições de variáveis intracelulares nem 

sempre são facilmente obteníveis, muitas das taxas cinéticas desses componentes são 

SK

S

S +
= maxµµ
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modelos empíricos, mas baseados em mecanismos biológicos qualitativos conhecidos 

(NIELSEN et al., 2003). 

 

3.3.4.2 Modelos não-segregados e segregados 

 

Um modelo não-segregado considera que todas as células são uniformes e 

idênticas, de modo que se comportem como uma única entidade. Nesse caso, todas as 

variáveis descritas para uma célula são idênticas àquelas descritas para toda a população 

ao longo do processo, como uma célula padrão média. O material celular (nos casos de 

modelos estruturados) é considerado igualmente distribuído ao longo de todas as 

células. Apesar de aparentemente ser uma descrição imprecisa, muitas vezes essa 

abordagem cumpre plenamente o objetivo de descrever o crescimento celular, consumo 

ou produção de substâncias, quando as células do cultivo se encontram na maior parte 

do tempo num estado específico do ciclo celular. Além disso, é necessário 

conhecimento e dados das características fisiológicas e bioquímicas dessas células para 

caracterizar corretamente o modelo que descreve a heterogeneidade das células, que 

normalmente não se encontra ou então demanda mais recursos para se obter. 

 

Um modelo segregado leva em consideração a heterogeneidade da população de 

células com relação a vários fatores como idade, tamanho, geometria, número de 

divisões já feitas, momento do ciclo celular, taxa de crescimento individual etc. Essa 

abordagem permite uma descrição mais realista dos processos biológicos, pois muitas 

das variáveis que são importantes não são necessariamente idênticas em cada indivíduo 

na população. Em muitas situações torna-se realmente necessário para uma descrição 

útil de um bioprocesso que um modelo segregado seja utilizado. Por exemplo, quando a 

idade e o número de replicações de uma célula influenciem seu consumo de substrato 

e/ou a geração de produtos. 

 

3.3.5 Modelos de transferência de massa 

 

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

físico dos substratos ao agente utilizado (tanto células quanto enzimas), já que nem 
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sempre esses componentes se encontram presentes na mesma fase. Nesses casos, as 

taxas de utilização de substratos poderiam ter valores bem maiores que as taxas de 

transporte da fase onde estão para o local de uso (seja consumo ou transporte), mesmo 

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

 

Em processos biológicos, um dos transportes de massa mais importantes é o 

transporte de oxigênio de uma fase gasosa para o interior das células. Sua concentração 

costuma ser muito baixa em sistemas aquosos em equilíbrio com ar (entre 7-8mg/L) e 

seu consumo muito acelerado em fermentações aeróbias; caso o suprimento de oxigênio 

seja suspenso nesses casos, sua concentração poderia alcançar zero em poucos 

segundos. 

 

O modelo de transferência 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 (transferências 2 e 3 da Figura 3.2). 

 

 
Figura 3.3 – Figura esquemática de processos de transporte de massa entre fases diferentes em sistemas 

biológicos (NIELSEN, 2003) 

 

Para gases com altas constantes de Henry em água (ou seja, baixa solubilidade), 

a etapa limitante é o fluxo pela camada limite da fase líquida. A expressão do transporte 

de massa da fase gasosa para a fase líquida se torna 

 

( )
222

*
,. OOLLGOR CCAkrV −=→
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,                                        (3.5) 

 

onde RV  é o volume do meio reacional, LGOr →,2
 é a taxa de transporte de oxigênio para 

o fluido, kL é o coeficiente de transferência de massa, A é a área interfacial da interface 

gás-líquido, *

2OC  é a concentração de saturação de oxigênio no meio e 
2OC é a 

concentração de oxigênio no seio do líquido. Devido à dificuldade de se medir 

precisamente a área interfacial presente no meio, normalmente o produto kLA é medido 

conjuntamente. Para processos em batelada, normalmente o valor de akL  é avaliado, 

onde a é a razão entre a área da interface e o volume do meio reacional (BAILEY e 

OLLIS, 1986). 

 

3.3.6 Estimação de parâmetros 

 

Para que um modelo matemático consiga representar um fenômeno físico, 

químico e/ou biológico, é necessário que o modelo seja composto de funções que sejam 

adequadas aos dados disponíveis do fenômeno. Essas funções não são apenas 

compostas pelas variáveis que o sistema descreve, mas também por quantidades que 

permitem que o real vínculo entre as variáveis seja representado, chamadas de 

parâmetros. A obtenção desses parâmetros é de grande importância, pois é através dela 

que se poderá avaliar se determinado modelo é válido 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 parâmetros podem ser obtidos de várias formas (MONTESINOS, 1993): 

a. Medições de parâmetros, quando esses parâmetros 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 há material confiável na literatura para 

que esse valor seja utilizado, como o valor da concentração de saturação do 

oxigênio em água; 
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c. Calculando os parâmetros a partir de dados experimentais obtidos anteriormente, 

como akL , muito usado nos modelos de aeração de meios em bioprocessos; 

d. Fixando valores de modo que não interfiram em outros valores de parâmetros, 

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

 

Entretanto, nem em todos os casos onde os parâmetros devam ser obtidos, essas 

opções se mostram possíveis. Muitas vezes, as formas como os parâmetros são obtidos 

não estão disponíveis, pois: (SCHWAAB e PINTO, 2007; MONTESINOS, 1993) 

a. Alguns parâmetros não são passíveis de serem medidos (direta ou indiretamente) 

ou porque não há método experimental para tal ou pela ausência de significado 

físico daquele parâmetro, como por exemplo, as constantes de saturação da taxa 

de crescimento SK  e 
2OK , que existem unicamente por causa do modelo 

empírico, análogo à cinética enzimática, adotado por Monod quando criou sua 

equação; 

b. Nem sempre é possível encontrar na literatura os valores dos parâmetros 

desejados, ou porque eles não foram investigados em outros trabalhos até o 

momento ou mesmo por razões técnicas, industriais ou econômicas. Alguns 

processos já foram investigados, mas por questões de segredo industrial, 

patentes ou outra limitações não são divulgados; 

c. Alguns dados, que podem ser necessários para correlações que permitem ter uma 

estimativa de alguns parâmetros, podem não estar disponíveis, como potência do 

rotor de agitação ou velocidade de rotação do agitador quando o akL  é estimado 

por correlações usadas constantemente na literatura; 

d. Alguns sistemas não permitem que variáveis ou parâmetros sejam fixados por 

incapacidade do controle, por alguns desses componentes serem desconhecidos 

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

 

Nos casos onde um ou mais parâmetros não podem ser obtidos e utilizados, resta 

como solução estimar esses parâmetros, de modo que seus valores sejam conhecidos. A 

estimação de parâmetros consiste em, usando dados experimentais em condições 

conhecidas num modelo previamente definido, obter os valores dos parâmetros de 

forma que seja possível descrever corretamente o fenômeno estudado. 
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3.3.6.1 Obtenção dos parâmetros 

 

O processo de estimação de parâmetros pode ser dividido em algumas etapas 

(SCHWAAB e PINTO, 2007): 

a. Construção de um modelo de referência: os parâmetros são constituintes de um 

modelo e o primeiro passo é defini-lo. A definição de um modelo deve 

pressupor um conhecimento do fenômeno e a proposição de idéias que visem 

descrevê-lo. Junto a esse modelo, devem haver pontos experimentais que sejam 

passíveis de representação por esse modelo, não havendo sentido em um modelo 

que não descreva algum conjunto de resultados experimentais; 

b. Os parâmetros devem ser variados: dado um modelo e um conjunto de dados 

experimentais, só poderá haver uso do modelo caso valores sejam dados aos 

parâmetros. Normalmente, entra-se com as variáveis independentes do sistema 

no modelo com os parâmetros já colocados e há uma resposta com as variáveis 

dependentes. Quando o problema é inverso, ou seja, colocam-se os dados das 

respostas do processo e deseja-se obter os parâmetros, nem sempre a primeira 

estimativa dos parâmetros é a melhor. Isso demanda que sejam feitas várias 

simulações do modelo com os parâmetros sendo modificados a cada passo, 

gerando um mesmo número de respostas do modelo; 

c. Parâmetros ótimos: dado que cada conjunto de parâmetros usado no modelo 

gerará um conjunto de respostas diferente, deve-se definir qual deles consegue 

representar melhor o sistema estudado. Isso é feito de acordo com uma avaliação 

da distância entre os resultados dos modelos simulados e dos resultados 

fornecidos pelos pontos experimentais. Cada conjunto de parâmetros diferentes 

possuirá um conjunto de distâncias para os pontos experimentais e o modelo que 

tiver as menores distâncias provavelmente será o modelo que representará 

melhor o sistema.  
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3.3.6.2 Função objetivo 

 

Quando se define uma métrica para o problema de otimização dos parâmetros, 

normalmente se estipula uma função chamada função objetivo. Sua construção é de 

grande importância, pois é essa função que define como as distâncias entre os pontos 

modelados e os pontos experimentais serão calculadas, quais as distâncias que são mais 

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

 

A função objetivo, quando utilizada para a estimação de parâmetros e problema 

de otimização (maximização ou minimização), deve ter como características algumas 

propriedades, todas remetendo a certa noção de distância física: 

a. A função deve retornar um número real não-negativo: 

( ) ( ) 0,,, modexpmodexp ≥ℜ∈ xxdxxd ; 

b. A função deve se igualar a zero se ambos os pontos são iguais: 

( )modexpmodexp , xxdxx ⇔=  ; 

c. A função deve retornar o mesmo valor, independente da ordem com a qual os 

pontos são inseridos na função: ( ) ( )expmodmodexp ,, xxdxxd = ; 

d. A distância entre dois pontos deve ser sempre menor ou igual à distância entre 

esses pontos e um terceiro ponto: ( ) ( ) ( )modexpmodexp ,,, xxdxxdxxd ii +≤ . 

 

Quando a função objetivo lida com várias respostas diferentes (cada uma 

gerando um vetor), essas respostas podem receber pesos onde o grau de importância 

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 variável do que 

outra, por exemplo, quando o erro associado à medição da primeira variável é menor do 

que o da segunda (SCHWAAB e PINTO, 2007). 

 

3.3.7 Modelos utilizados na literatura 

 

Vários modelos podem ser encontrados na literatura para descrever o 

crescimento de diversos microorganismos e a respectiva produção de lipases, com 
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vários graus de complexidade (quanto à segregação e estruturação). Nos trabalhos a 

serem citados a seguir, nota-se uma predominância dos modelos não-segregados, dado o 

maior grau de complexidade que os modelos segregados possuem, bem como pela 

capacidade dos modelos não-segregados cumprirem satisfatoriamente as necessidades 

colocadas. 

 

No trabalho de Freire, Sant’Anna e Alves (1999), um modelo não estruturado foi 

utilizado para descrever a produção de lipases pelo fungo Penicillium restrictum 

utilizando óleo de oliva como fonte de carbono, a 30°C e pH inicial não controlado de 

5,5, em uma série de condições. É um modelo que prevê o uso de oxigênio, um modelo 

de Contois modificado para a cinética de crescimento da biomassa, uma cinética 

clássica de geração de produtos associada ao crescimento e um modelo para a produção 

de proteases e conseqüente influência destas na atividade lipolítica. O sistema de 

equações usado é mostrado no quadro 3.1. 
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2) Balanço de substrato 
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3) Balanço de oxigênio 
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4) Balanço de atividade lipolítica 
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Quadro 3.1. – Balanços de massa em Freire, Sant’Anna e Alves (1999) 
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No modelo indicado, X é a concentração de biomassa viva, Xe a concentração de 

biomassa lisada, µ a taxa específica de crescimento, β o coeficiente de absorção de 

biomassa lisada para o interior das células vivas, α o coeficiente de lise celular, YXe/X 

fator de conversão de massa de célula lisada gerada por massa da célula viva (igual a 1 

para conversão total), µmáx a taxa máxima de crescimento celular, B o coeficiente de 

Contois, Xmáx a concentração máxima de biomassa, kβ a constante de proporcionalidade 

para β, O a concentração de oxigênio, Osat a concentração de saturação de oxigênio no 

meio, k0 o fator pré-exponencial para o coeficiente de lise celular, N a velocidade de 

agitação, k1 uma constante de proporcionalidade, S a concentração de substrato, qS a 

taxa de consumo específica de substrato, YX/S o rendimento específico de substrato em 

biomassa, m o coeficiente de manutenção, m’ o coeficiente máximo de manutenção, 

YX/O o rendimento específico de biomassa em oxigênio, KLa o coeficiente volumétrico 

de transferência de oxigênio, UL a atividade lipolítica no meio, YUL/X o rendimento de 

atividade lipolítica em biomassa, kp o coeficiente de decaimento de atividade lipolítica 

devido a ação de proteases, Up a atividade proteolítica e YUp/Xe o rendimento de 

atividade proteolítica em biomassa lisada. Os resultados obtidos através do modelo 

matemático foram particularmente bons, conseguindo prever o perfil geral das variáveis 

analisadas (atividade lipolítica, atividade proteolítica, biomassa e substrato), já que 

dados não foram obtidos para oxigênio, devido a dificuldades técnicas na medição. 

 

O trabalho de Puthli, Rathod e Pandit (2005) estudou a influência do oxigênio na 

produção 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 clássico de Luedking-Piret para a produção de lipase. O oxigênio não 

foi inserido no modelo matemático utilizado, tendo sido realizados experimentos onde 

se assegurava a máxima transferência deste da fase gasosa para a líquida. Entretanto, em 

todos os experimentos mostrados houve uma sensível queda nas concentrações de 

oxigênio, havendo um retorno a valores próximos da saturação após o consumo do 

substrato, como mostrado na Figura 3.3. 
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Figura 3.4 – Oxigênio dissolvido X tempo em 4 diferentes aerações (PUTHLI, 2006) 

 

Montesinos (1993) estudou diferentes estratégias de operação, tendo utilizado 

monitoramento e controle de processos para obtenção de lipases de Candida rugosa. 

Um modelo matemático não-segregado e estruturado foi proposto e posteriormente teve 

seus parâmetros estimados. Uma descrição mais detalhada desse modelo matemático 

será dada na seção 4.1. O modelo de Montesinos (1993) foi o modelo matemático 

encontrado com mais utilizações na literatura para descrever a produção de lipases por 

leveduras, tendo sido utilizado por Charbonnier e Chéruy (1996) e novamente por 

Montesinos et al (1997). 

 

O trabalho de Charbonnier e Chéruy (1996) estudou estratégias de controle para 

a produção de lipases por Candida rugosa utilizando ácido oléico como fonte de 

carbono. A análise da taxa de emissão de dióxido de carbono (CER) era a única fonte de 

dados “em linha” para o controle do processo, a partir da qual os valores de µ e X do 

sistema foram estimados. Não foi realizada a estimação dos parâmetros, 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 às informações obtidas “em linha” pelo sistema de obtenção de dados 

 

Montesinos et al. (1997) estimaram novamente os parâmetros para Candida 

rugosa com outros dados experimentais e realizaram simulações com diversos modos 

de condução. O processo foi realizado a uma temperatura de 30°C, sob agitação de 

500rpm e vazão de ar entre 0–5L/min para manter um nível de oxigênio sempre maior 

que 20% da saturação. Os resultados dos experimentos e das simulações foram 

satisfatórios, com o modelo mostrando ser capaz de descrever o comportamento do 

sistema mesmo em outras condições.  
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4 Metodologia 

 

4.1 Construção do modelo de trabalho 

 

Amaral (2007) obteve dados do cultivo de Yarrowia lipolytica em biorreator de 

batelada simples para produção de lipase. Partindo-se dos dados obtidos, pesquisou-se 

um modelo que correlacionasse variáveis de modo a estimar a produção de lipase e a 

realizar simulações, modificando as formas de condução de processo. 

 

4.1.1 Balanços de massa 

 

O modelo matemático para descrever o bioprocesso deve possuir as equações 

completas de balanço de massa para que este possa ser usado no maior número de 

situações possíveis. Os balanços de massa são equações que mostram como o acúmulo 

de determinado componente do sistema se comporta ao longo do tempo. Apesar de os 

balanços de massa serem feitos em um determinado volume de controle, este não é 

necessariamente fixo, nem as equações de todos os componentes terão a mesma 

estrutura matemática quanto aos seus termos, caso sejam de variáveis não-estruturadas 

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

 

4.1.1.1 Balanço de massa global do volume 

 

O balanço de massa global do volume pode ser expresso pela equação (4.1.1). 

 

(4.1.1) 

 

Na equação (4.1.1), RV  é o volume de controle, 0ρ  e ρ  são respectivamente as 

densidades das correntes de entrada e saída e 0F  e F  as vazões volumétricas de entrada 

e saída. Pressupondo que ambas as densidades não são significativamente diferentes e 

não variem ao longo do tempo, chega-se a simplificação dada pela equação (4.1.2). 

 

(4.1.2) 

( )
FF

dt

Vd R ρρ
ρ

−= 00

FF
dt

dVR −= 0
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4.1.1.2 Balanço de massa para variáveis de modelos não-estruturados 

 

O balanço de massa dessas variáveis pode ser expresso pela equação (4.1.3). 

 

(4.1.3) 

 

Na equação (4.1.3), iC  é a concentração da variável i, 0,iC  é a concentração da 

variável i na corrente de entrada e ir  é a taxa específica de 

aparecimento/desaparecimento da variável i. Ao se desenvolver a equação (4.1.3) e 

utilizando-se a equação (4.1.2), chega-se a um balanço final para a variável i, dado pela 

equação (4.1.4). 

 

(4.1.4) 

 

4.1.1.3 Balanço de massa para variáveis de modelos estruturados 

 

O balanço de massa dessas variáveis pode ser expresso pela equação (4.1.5). 

 

(4.1.5) 

 

Na equação (4.1.5), Cρ  é a densidade volumétrica das células do meio, 0X  e X  

são respectivamente as concentrações de células por volume das correntes de entrada e 

saída, 0,jC  e jC  são respectivamente as concentrações da variável j por volume de 

célula nas correntes de entrada e saída e jr  é a taxa de aparecimento/desaparecimento 

de j por volume de célula por tempo. Como o modelo não é segregado, considerando 

que a densidade volumétrica das células não varie ao longo do tempo do bioprocesso, 

desenvolvendo a equação (4.1.5) e utilizando-se as equações (4.1.2) e (3.1), obtém-se o 

balanço final para a variável j com a equação (4.1.6). 

 

(4.1.6) 
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4.1.1.4 Análise dos balanços de massa 

 

Cabe notar que as equações (4.1.1) até (4.1.6) são verdadeiras para qualquer 

modo de condução de processo com uma entrada e uma saída constantes ao longo do 

tempo. Porém, caso 00 == FF , as equações se reduzirão as equações de um processo 

em batelada. O balanço de massa de variáveis não-estruturadas será idêntico à taxa de 

aparecimento/desaparecimento da variável i. Entretanto, a equação (4.1.6) não se 

reduzirá ao termo da taxa de aparecimento/desaparecimento de i, pois o termo jCµ  

representa uma diluição da concentração de j devido ao crescimento da população 

celular. 

 

4.1.2 Modelo das taxas cinéticas ri e rj 

 

Definidos os balanços de massa, é então necessário que sejam especificadas 

expressões para as taxas de aparecimento/desaparecimento das variáveis estruturadas e 

não estruturadas, ri e rj. O primeiro modelo utilizado foi o modelo proposto por 

Montesinos (1993) e utilizado em diversos trabalhos, como mostrado na seção 3.3, 

tendo sido utilizado para descrever o crescimento e produção de lipase por Candida 

rugosa em batelada simples, utilizando como fonte de carbono óleo vegetal. No 

trabalho de Amaral (2007) não foi utilizado óleo vegetal como substrato, mas sim 

glicose. Entretanto, o modelo utilizado para a entrada de substrato na célula foi mantido, 

já que ele é simples e adaptável. Na literatura não foi encontrado nenhum modelo para a 

Yarrowia lipolytica, o que levou a utilização do modelo descrito para o mesmo grupo 

microbiano, visando uma similaridade maior nos valores dos parâmetros e na 

abordagem fisiológica. 

 

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

0S  e a atividade lipolítica extracelular total, extLip  utilizando Equações Diferenciais 

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

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

outras 3 variáveis utilizando equações algébricas, sendo elas a taxa específica de 
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crescimento, µ , a atividade lipolítica aquosa, aqLip , e a atividade lipolítica oléica, 

olLip . Além dessas variáveis principais, o modelo descreve um termo “liga/desliga” 

( Sδ ), totalizando 8 variáveis. As EDAs foram construídas da seguinte forma: 

 

1) Biomassa ( X ) – modelo não-estruturado de cinética clássica de Monod 

expandida para vários substratos; 

 

(4.1.7.1) 

 

2) Substrato intracelular ( S ) – no interior da célula, o substrato pode seguir por 

vários caminhos metabólicos diferentes, tanto para síntese de novas moléculas 

(anabolismo) quanto para consumo energético (catabolismo). Foi adotado um 

modelo estruturado do balanço de massa tendo 3 termos que descrevem os 

caminhos que o substrato pode entrar na célula ou ser utilizado: 

a. Cinética enzimática clássica de Briggs-Haldane para o transporte ativo 

do substrato à célula (sinal positivo); 

b. Rendimento substrato/biomassa intrínseco ao crescimento celular; 

c. Coeficiente de consumo fisiológico de substrato para manutenção. 

 

(4.1.7.2) 

 

3) Substrato extracelular ( 0S ) – a variação na concentração de substrato 

extracelular possui um termo que engloba a maquinaria celular de transporte e 

regulação da entrada desse componente. Foi adotado um modelo não-estruturado 

de transporte de substrato para o meio intracelular (sinal negativo), utilizando-se 

o mesmo termo de transporte ativo descrito em 2.a, multiplicado pela 

concentração de biomassa: 

 

(4.1.7.3) 
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4) Atividade lipolítica intracelular ( Lip ) – a produção de lipases por um 

microorganismo é iniciada quando sinais bioquímicos desencadeiam essa 

produção. Como Yarrowia lipolytica demonstrou que é capaz de produzir com 

glicose no meio externo sem a necessidade de glicerídeos como indutores, a 

modelagem assumiu uma sinalização baseada na existência de glicose no meio 

externo. Foi adotado o modelo estruturado do balanço de massa com um termo 

de geração e um termo de exportação para o meio extracelular: 

a. Cinética de produção enzimática simples com auto-inibição não-

competitiva, diretamente proporcional à taxa de crescimento específica; 

b. Cinética enzimática clássica de transporte da lipase para o meio externo 

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

 

 

(4.1.7.4) 

 

 

5) Atividade lipolítica extracelular ( extLip ) – os microorganismos produzem e 

transportam lipases para que se tenha a possibilidade de utilizar glicerídeos 

como fonte de carbono e energia para o metabolismo. Foi adotado modelo não-

estruturado de transporte de lipase para o meio extracelular (sinal positivo), 

utilizando-se o mesmo termo de cinética enzimática em 4.b com o sinal trocado, 

multiplicado pela concentração de biomassa. 

 

(4.1.7.5) 

 

As equações algébricas são: Monod para a taxa específica de crescimento 

(Eq4.1.7.6), o termo “liga/desliga” em função de S  (Eq. 4.1.7.7) e as equações de 

equilíbrio de partição para lipase presente nos meio aquoso e oléico (Eqs. 4.1.7.8 e 

4.1.7.9), já que como mostrado na seção 3.1.1 do presente trabalho, as lipases podem 

estar presentes em ambas as fases, polar ou apolar. Apesar do trabalho de Amaral 

(2007) não utilizar fase apolar, a manutenção das equações de partição facilita futuras 
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expansões do presente trabalho, caso o modelo adotado seja utilizado em condições que 

envolvam fases apolares, como óleos ou carreadores de oxigênio, como PFC. 

 

(4.1.7.6) e (4.1.7.7) 

 

 

(4.1.7.8) e (4.1.7.9) 

 

 

4.1.2.1 Problemas no modelo base e adaptações necessárias 

 

Os experimentos feitos por Amaral (2007) retornaram duas características de 

importância do processo estudado: a influência da oxigenação do meio e o aparecimento 

de atividade proteolítica ao longo do processo fermentativo. O primeiro influi 

diretamente na atividade fisiológica da levedura, alterando completamente o 

bioprocesso; o segundo influi diretamente na atividade lipolítica presente no meio, 

variável de grande importância ao modelo. 

 

A estrutura do modelo utilizado como base está em consonância com modelos 

comuns encontrados para descrever os fenômenos em bioprocessos, porém foram 

detectadas algumas falhas de ordem matemática. 

 

4.1.2.2 Correção de erros 
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012

011

012

011

012

011

1max

1
,

1

1

,

SK

SK
SK

SK

LipLip

SK

SK
LipLip

SK

S
S

SK

S

extolextaq

esS

+
+

+
=

+
+

=

+
=

+
= δµµ



 

40 

não é o primeiro termo “liga/desliga” do modelo, utilizaram-se índices para diferenciar 

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

 

(4.1.8) 

 

4.1.2.3 Conjunto de equações 

 

Uma primeira adaptação feita ao modelo foi a transformação das equações 

algébricas em equações diferenciais. Essa estratégia foi adotada para que o modelo se 

torne expansível ao tornar mais simples a inserção de termos de taxa que porventura 

sejam necessários no futuro. Como as equações podem possuir um número considerável 

de variáveis nem sempre explícitas, não sendo possível derivá-las diretamente, realizou-

se a regra da cadeia (Eq. 4.1.9), aproveitando-se do fato de que as derivadas totais que 

surgem são calculadas pelo próprio método numérico, necessitando apenas que sejam 

calculadas as respectivas derivadas parciais. 

 

(4.1.9) 

 

4.1.2.4 Inserção do oxigênio dissolvido como variável 

 

A inserção do oxigênio dissolvido no modelo envolveu a análise das equações já 

existentes, a fim de verificar a necessidade de modificação das mesmas e a formulação 

de um balanço de massa para o oxigênio dissolvido. 

 

4.1.2.4.1 Modificação de equações existentes 

 

A variável que possui uma dependência intrínseca com a concentração de 

oxigênio é a taxa específica de crescimento µ, pois o oxigênio dissolvido também é um 

substrato demandado pela célula para que torne possível o seu crescimento. 
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Matematicamente, a expansão da equação de Monod para a utilização de mais 

substratos é bem simples, sendo acrescido somente um parâmetro KSi a cada substrato Si 

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

 

(4.1.10) 

 

Como a taxa específica de crescimento ocorre em muitas das equações do 

modelo desempenhando funções importantes, somente ela foi escolhida para adaptação 

à inserção do oxigênio dissolvido ao modelo. Com isso, a criação de mais parâmetros 

no sistema foi evitada. A utilização de termos “liga/desliga” com oxigênio dissolvido 

não foi considerada, pois seus valores experimentais não se aproximavam 

razoavelmente de zero, tornando desnecessária a ativação e/ou desativação de partes das 

equações do modelo. 

 

4.1.2.4.2 Formulação do balanço de massa para oxigênio dissolvido 

 

Ao longo da análise paramétrica, foi utilizado um modelo simples de balanço de 

massa para oxigênio, num total de 2 termos: 

 

a. Um termo de transferência de massa do oxigênio presente nas bolhas de ar 

dispersas no sistema seguindo o modelo da dupla camada de Whitman; 

b. Um consumo fisiológico de oxigênio dissolvido de manutenção. 

 

(4.1.11) 

 

A equação (4.1.11) tem kLa e 
2Oq como parâmetros, onde o primeiro é o 

coeficiente de transferência global de oxigênio (seção 3.3.5) e o segundo é o consumo 

específico de oxigênio pela biomassa. 

 

Entretanto, como será mostrado nos resultados da estimação dos parâmetros 

(seção 5.2), esse modelo não representou satisfatoriamente o fenômeno estudado. 

Tomando o resultado da importância global dos parâmetros relacionados ao balanço de 
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oxigênio verificado na análise paramétrica (seção 5.1), foi gerado um novo balanço, 

mais condizente com a realidade experimental. Foi utilizada como molde para a 

construção da equação diferencial para oxigênio dissolvido a nova equação do balanço 

de massa para o substrato intracelular, totalizando 3 termos: 

 

a. Um termo de transferência de massa do oxigênio presente nas bolhas de ar 

dispersas no sistema seguindo o modelo da dupla camada de Whitman; 

b. Um consumo de oxigênio dissolvido intrínseco ao crescimento celular; 

c. Um consumo fisiológico de oxigênio dissolvido para manutenção. 

 

 

(4.1.12) 

 

O parâmetro 
2Oβ é análogo ao termo 

2Oq  da equação (4.1.11) para consumo 

específico de oxigênio, enquanto o termo XOY /2
 corresponde ao consumo de oxigênio 

relacionado ao crescimento da população celular. 

 

4.1.2.5 Inserção da atividade proteolítica como variável 

 

A atividade proteolítica aparenta ser de importância razoável no processo, já que 

após algum tempo há uma diminuição da atividade lipolítica no meio concomitante ao 

aparecimento da atividade proteolítica. Assim como no caso do oxigênio dissolvido, 

fez-se necessária a análise das equações já existentes, a fim de prever o efeito que a 

atividade proteolítica possa exercer nas outras variáveis do processo, bem como a 

formulação do seu balanço de massa. 

 

4.1.2.5.1 Modificação das equações existentes 

 

A variável que mais indica a existência de uma atividade proteolítica é a 

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

extracelular a ação da protease se faz perceptível. Um termo de degradação de atividade 
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lipolítica, dLipPt/dt, foi adicionado à equação de balanço para atividade lipolítica 

externa total dLipext/dt. 

 

Para modelar a taxa de degradação da atividade lipolítica externa total, foi 

tomada como base uma cinética enzimática clássica de Briggs-Haldane, onde o termo 

de taxa máxima de atividade proteolítica foi desmembrado no produto entre uma 

constante, k2m, e a atividade proteolítica, Pt, conforme a equação (4.1.13). 

 

(4.1.13) 

 

Para a obtenção dos parâmetros cinéticos, foram selecionados pontos 

experimentais do processo fermentativo onde ocorria somente a diminuição da atividade 

lipolítica e onde a atividade proteolítica permanecesse aproximadamente constante. 

Integrando a equação de taxa e traçando uma regressão, foram obtidos os valores para 

os parâmetros de decaimento da atividade lipolítica externa total. 

 

4.1.2.5.2 Formulação do balanço de massa para atividade proteolítica 

 

Pelos pontos experimentais utilizados, foi verificado o crescimento quase 

constante da atividade proteolítica ao longo do processo fermentativo. É comum a 

produção de proteases numa taxa associada ao crescimento, logo a primeira avaliação 

de equação de taxa para atividade proteolítica foi na forma: 

 

(4.1.14) 

 

Os valores modelados que foram retornados pela equação avaliada se mostraram 

condizentes com a realidade experimental, passando a equação a ser utilizada para 

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

 

O modelo final é composto de 10 equações diferenciais acopladas, 25 

parâmetros cinéticos, estequiométricos, constantes de saturação (termos “liga/desliga”), 

ou concentrações de alimentação, sendo 23 não-nulos. As listas dos parâmetros e das 

variáveis do modelo são apresentadas nas tabelas 4.1 e 4.2. 

 

Num primeiro momento, o número de parâmetros parece ser demasiado. 

Entretanto, nem todos necessariamente são significativos para o modelo, ainda que 

sejam necessários. Torna-se necessário que uma análise de sensibilidade do modelo 

(seção 4.2) seja feita para caracterizar a importância de cada parâmetro. Caso um 

número grande de parâmetros possua importância no modelo, torna-se necessário que 

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

 

4.1.3.1 Variáveis operacionais do sistema 

 

Tabela 4.1 – Variáveis operacionais do sistema 

Nº Nome Valor inicial Descrição 

01 S 0,0 Concentração de substrato intracelular [g sub int/g biomassa seca] 

02 µ 0,0 Taxa específica de crescimento [h-1] 

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

04 S0 20,0 Concentração de substrato extracelular (g sub ext/L) 

05 Lip 0,0 Concentração de lipase intracelular [kU/g biomassa] 

06 Lip ext 0,0 Concentração de lipase extracelular [kU/L] 

07 Lip aq 0,0 Concentração de lipase extracelular aquosa [kU/L] 

08 Lip ol 0,0 Concentração de lipase extracelular oléica [kU/L] 

09 O2 7,4 Concentração de Oxigênio dissolvido [mg O2/L] 

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

 

Os valores dos parâmetros foram obtidos por Amaral (2007), excetuando-se S, µ, 

Lip e Lipol, que foram supostos heuristicamente como zero (S, µ e Lip) ou inexistentes (Lipol). 

Considerou-se que as células não possuíam substrato em seu interior, transportando-o somente 

no início do processo; portanto, o valor de µ torna-se matematicamente nulo (segundo o modelo 
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de Monod adotado). Considerou-se também que não houve produção de lipases antes do início 

da fermentação, tornando o valor dessa variável igual a zero nesse momento. 

 

4.1.3.2 Parâmetros e valores originais 

 

Tabela 4.2 – Parâmetros e valores originais de Montesinos (1993) e parâmetros e 

valores inicialmente supostos. 

Nº Nome Valor Descrição 
01 

0Sk  0,15 Taxa máxima de transporte de substrato [g sub/(g biomassa seca.h)] 

02 
01Sk  0,25 Coeficiente de saturação no transporte de substrato [g/L] 

03 
XSY /  1/0,86 Rendimento substrato/biomassa [g sub/g biomassa seca] 

04 
Sβ  0,05 Coeficiente de manutenção para substrato [g sub/(g biomassa seca.h)] 

05 
máxµ  0,25 Taxa específica máxima de crescimento [h-1] 

06 
SSk  0,05 Coeficiente de saturação no crescimento referente ao substrato 

intracelular [g sub/g biomassa seca] 
07 

mk1  128 Taxa máxima para síntese de lipase [kU lipase int/g biomassa] 

08 
sk1  0,425 Coeficiente de saturação para síntese de lipase [g sub/g biomassa seca] 

09 
ik  22 Coeficiente de inibição para síntese de lipase [g biomassa seca/g sub] 

10 
mk  0,55 Taxa máxima de transporte de lipase extracelular [kU lipase int/(g biomassa.h)] 

11 
Sk  0,25 Coeficiente de saturação no transporte de lipase extracelular 

[kU lipase int/g biomassa] 
12 

esk  1.10-7 Constante de saturação determinante da existência de recursos energéticos 
para realizar a excreção da lipase intracelular [g sub/g biomassa seca] 

13 
11k  0,00 Coeficiente de partição máxima da lipase extracelular entre fases 

14 
12k  0,00 Coeficiente de saturação da partição da lipase extracelular entre fases 

[g sub/L] 
15 

2Ok  1,00 Coeficiente de saturação no crescimento referente ao oxigênio [mg O2/L] 

16 
2Oq  186,8 Taxa específica de consumo de oxigênio [mgO2/g biomassa seca/h] 

17 akL  99,8 Taxa específica de absorção de oxigênio na fase líquida [h-1] 

18 *

2OC  8,00 Concentração de saturação de oxigênio no meio [mg/L] 

19 
csk  1.10-2 Constante de saturação determinante da existência de recursos energéticos 

para consumo de substrato celular [g sub/g biomassa seca] 
20 

ak2  0,21 Coeficiente de síntese associada de protease [U protease] 

21 
mk2  1,9 Coeficiente de taxa máxima para decaimento de atividade lipásica 

[kU lipase ext/(U protease.h)] 
22 

sk2  2,1 Coeficiente de saturação para decaimento de ativi. lipásica [kU lipase ext/L] 

23 
XOY /2

 1000 Rendimento oxigênio/biomassa [mg O2/g biomassa seca] 

24 
2Oβ  100 Coeficiente de manutenção para oxigênio [mg O2/(g biomassa seca.h)] 

25 
fS ,0  200 Concentração de substrato na corrente de entrada [gsub/L] 
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Parâmetros de 01 até 14 originais do trabalho de Montesinos (1993), sendo 

parâmetros 13 e 14 tornados nulos pela inexistência de fase apolar no meio; parâmetros 

15 até 25 inicialmente supostos heuristicamente, sendo kLa obtido por Amaral (2007). 

 

4.1.3.3 Síntese das equações do modelo final combinadas com os balanços de 

massa de modelos estruturados e não-estruturados 
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Primeiro modelo de oxigênio 
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Segundo modelo de oxigênio 
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Ao longo do presente trabalho, foi utilizado o ambiente de programação Matlab 

2010a para as rotinas de cálculo e desenho de gráficos. Para as equações 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 explícito com o par de Dormand-Prince (4,5), para essa integração, presente no 

ambiente de programação em uso; com as respostas numéricas obtidas, pode-se obter os 

valores correspondentes das variáveis determinadas pelas equações algébricas. Para o 

modelo de trabalho final, algumas considerações foram feitas: concentração de celular 

na corrente de entrada X0=0; atividade lipolítica intracelular Lip=0; atividade lipolítica 

extracelular Lipext=0; atividade proteolítica Pt0=0; a taxa específica de crescimento µ 

não é resultado de balanço, logo não foi modificada; as variáveis Lipaq e Lipol não 

possuem balanço direto, mas calculado indiretamente pelos balanços de S0 e Lipex. Os 

termos de taxa de aparecimento/desaparecimento estão entre colchetes. 

 

Uma característica interessante do modelo é que mesmo com equações 

firmemente acopladas, os parâmetros presentes nas equações 4.1.7.4, 4.1.5 e 4.1.7.14 

(referentes à lipase intracelular, lipase extracelular e protease, respectivamente) 

influenciam somente nas atividades lipolíticas do modelo. Isso faz com que ambas as 

variáveis possam ser ajustadas sem gerar reflexos nas demais, podendo facilitar a 

estimação desses parâmetros no futuro. A Figura 4.1 mostra essa influência. 
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Figura 4.1 – Matriz de correlação entre as variáveis do modelo 

 

4.2 Análise de sensibilidade do modelo 

 

Um modelo matemático em bioprocessos é constituído pelas variáveis 

operacionais consideradas importantes para a descrição do sistema a ser analisado, pelas 

equações de balanço de massa que relacionarão essas variáveis operacionais e pelos 

parâmetros associados a cada um dos termos das equações de balanço de massa. Esses 

parâmetros fazem parte da própria estrutura dos modelos que geraram os termos 

constituintes das equações de balanço (como entrada de substrato e transporte de 

enzimas), sendo eles os responsáveis por possibilitar a relação quantitativa das variáveis 

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

 

Quando se utiliza um modelo matemático dinâmico, é de suma importância 

também que, além dos parâmetros, as condições iniciais das variáveis operacionais do 

modelo sejam adequadamente mensuradas, pois dependendo do grau de influência das 

variáveis em questão, a previsão do comportamento do sistema ao longo do tempo não 

se mostrará representativa do fenômeno real. 

 

A análise de sensibilidade de um modelo é feita de modo que seja possível 

avaliar quais componentes (entre parâmetros e variáveis operacionais) influenciam de 

modo significativo o sistema modelado. Uma simulação do modelo é realizada, onde 

  Variáveis que causam influência 
  O2 S µ X S0 Pro Lip Lipext Lipaq Lipol 

O2 ■ ■ ■ ■ ■      
S ■ ■ ■ ■ ■      
µ ■ ■ ■ ■ ■      
X ■ ■ ■ ■ ■      
S0 ■ ■ ■ ■ ■      
Pro ■ ■ ■ ■ ■      
Lip ■ ■ ■ ■ ■  ■    

Lipext ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■   
Lipaq ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■   V
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um componente tem seu valor modificado; então as respostas do novo modelo são 

verificadas, a fim de se decidir se o modelo mostra sensibilidade com relação àquele 

componente. A análise de sensibilidade permite que medições de componentes possam 

ser menos precisas, ou parâmetros não significativos sejam estimados por correlações 

ou escolhidos dentre valores presentes na literatura. Isso torna possível uma redução no 

número de parâmetros do modelo a serem obtidos experimentalmente e, por 

conseguinte, diminui o esforço para a obtenção de um modelo funcional. 

 

Devido ao acoplamento das equações diferenciais, as variações num componente 

do modelo podem ter um efeito em uma ou diversas variáveis do sistema, não só nas 

equações diferenciais nas quais ele participa. 

 

4.2.1 Metodologia da análise 

 

Para a análise, não foram consideradas as constantes de saturação (devido ao seu 

papel específico no modelo) bem como os parâmetros e variáveis operacionais que 

fossem nulos, já que as análises foram feitas com variações percentuais. 

 

O processo fermentativo dura até aproximadamente 25h de simulação, sendo 

aplicado um tempo de 40h à mesma, pois algumas reações prosseguem (como a ação 

das proteases na diminuição da atividade lipásica) 

 

Foi utilizada uma variação de 5% no valor dos componentes do meio, ou seja, 

simulações foram feita com modificações nos parâmetros (nas análises de sensibilidade 

paramétrica) ou nos valores iniciais das variáveis operacionais (nas análises de 

sensibilidade operacional). A normalização dos vetores de resposta da análise foi feita 

segundo a equação vetorial 

 

(4.3.1) 

 

onde CN±δ(i) é o vetor da variável i normalizada, C±δ(i) é o vetor da variável i com o 

componente modificado (para mais ou para menos) e C0(i) é o vetor da variável i 
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original, sem mudança no componente. O traço duplo na fração foi usado para indicar a 

divisão ponto a ponto dos vetores, já que a divisão direta de vetores não é definida 

matematicamente. Segundo essa equação, no eixo horizontal y=0 residem os valores da 

variável não-modificada, ou seja, C±δ(i) = C0(i). 

 

Para um componente i ser considerado como significativo quanto à sensibilidade 

do modelo, deve haver uma região da simulação onde |CN±δ(i)| ≥ 0,05, ou seja, capaz de 

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

componente. Pontos muito próximos à resposta zero são desconsiderados, devido à 

ordem de grandeza díspar dos valores de [C±δ(i) - C0(i)] e C0(i) nessas regiões.  

 

4.3 Estimação de parâmetros 

 

 Amaral (2007) estudou a produção de lipases por Yarrowia lipolytica em meios 

multifásicos com o uso de um perfluocarboneto (PFC) como carreador de oxigênio no 

meio de cultivo. Entretanto, muitos dados foram obtidos sem o uso de PFC em diversas 

condições de agitação do sistema. Dentre elas, a rotação de 650rpm foi escolhida para 

ser modelada por ter apresentado o maior valor de atividade lipolítica extracelular 

dentre todas as condições e por possuir um maior número de variáveis de resposta para 

modelagem (substrato externo, biomassa, atividade lipolítica externa, atividade 

proteolítica e oxigênio dissolvido). Os dados dessa fermentação são mostrados nas 

Figuras 4.1 até 4.5. 
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Figura 4.2 – Concentração de biomassa 

 

 
Figura 4.3 – Concentração de glicose 
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Figura 4.4 – Atividade lipolítica 

 

 
Figura 4.5 – Atividade proteolítica 
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Figura 4.6– Oxigênio dissolvido 
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4.3.1 Análise dos gráficos 

 

Os gráficos mostram um processo fermentativo onde há 2 picos de atividade  

lipolítica externa. Esse comportamento também ocorreu em outros experimentos 

conduzidos sob rotações diferentes feitos por Amaral (2007). Esse fenômeno foi 

relatado em alguns outros trabalhos e uma possível explicação é a produção de mais de 

um tipo de lipase, as quais seriam produzidas sob efeito de diferentes tipos de regulação 

metabólica (FICKERS et al., 2011) e que gerariam esses picos adicionais de atividade 

lipolítica. Entretanto, não foi adotado no modelo desenvolvido para o presente trabalho 

uma modelagem que levasse em consideração esse segundo pico. Uma modelagem 

desse fenômeno geraria um modelo mais completo, porém demandaria mais adaptações 

e um maior número de parâmetros 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 parâmetros de 

queda de atividade lipolítica devido à existência de proteases. 

 

4.3.2 Metodologia da estimação 

 

O ambiente de programação MATLAB 2010a possui o comando lsqcurvefit 

(acrônimo para Least SQuare CURVE FIT), onde é necessário: um vetor com uma 

estimativa inicial dos parâmetros; um vetor de tempo onde os valores serão calculados; 

um vetor ou matriz com os dados experimentais e; uma função que retorne os valores de 

resposta do modelo nos pontos do vetor de tempo. 

 

O comando do ambiente de programação demanda que o modelo retorne um 

vetor ou uma matriz (no caso de múltiplas variáveis) como resposta do modelo, e não a 

resposta da função objetivo diretamente. Ele utiliza como função objetivo padrão o 

somatório quadrático das diferenças entre os pontos experimentais e os pontos do 

modelo, como na função a seguir: 

 

(4.3.1) 
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Na equação (4.3.1), Xexp e Xmod são respectivamente a matriz de dados 

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

NP é o número de pontos experimentais, NV é o número de variáveis, exp
, jix  é o elemento 

i,j da matriz de dados experimentais e mod
, jix  é o elemento i,j da matriz de resposta. A 

função respeita as quatro propriedades citadas na seção 3.3.6.2. Porém, essa função 

objetivo não aceita a inserção de pesos, para que sejam consideradas as diferenças de 

ordens de grandeza e as faixas de precisão das medidas de cada variável. A inserção de 

pesos foi feita com ambas as matrizes sendo multiplicadas por uma matriz construída 

pelo comando diag do ambiente de programação como mostra a equação seguinte. 

 

 

(4.3.2) 

 

 

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

matriz ( )
NVNV

NVwdiag
×

, cada novo ponto exp
, jix  e mod

, jix  receberá o fator NVw . Quando 

esses novos valores são inseridos na função objetivo, ela termina por se transformar 

numa função objetivo adaptada, como mostrado a seguir. 

 

(4.3.3) 

 

O vetor peso utilizado foi uma estimativa de quão grandes são os erros 

percentuais comuns de se encontrados nas medições das variáveis; quanto maior o erro 

comum de análise, menor seu peso nas variáveis. 
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5 Resultados 

 

5.1 Análise paramétrica e operacional 

 

Foram verificadas as respostas das seguintes variáveis: substrato intracelular, S; 

taxa específica de crescimento, µ; biomassa seca, X; substrato extracelular, S0; atividade 

lipásica intracelular, Lip; atividade lipásica extracelular, Lipext concentração de 

oxigênio, O2 e; atividade proteolítica, Pro. A Tabela 5.1 exibe os parâmetros e variáveis 

operacionais considerados significativos nas análises de sensibilidade. Os gráficos que 

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

 

Tabela 5.1 – Resultados das análises de sensibilidade paramétrica e operacional 

Análise paramétrica 
(Gráficos no Anexo 1) 

Análise operacional 
(Gráficos no Anexo 2) 

Resposta Nº Parâmetro Resposta Nº Parâmetro 
01 

0Sk  03 X  

03 
XSY /  

S 

04 
0S  

05 
máxµ  03 X  

16 
2Oq  

µ 

04 
0S  

17 akL  03 X  

S 

18 *
2O  

X 

04 
0S  

µ 01 
0Sk  03 X  

X 01 
0Sk  

S0 

04 
0S  

01 
0Sk  03 X  S0 

03 
XSY /  

Lip 

04 
0S  

Lip 01 
0Sk  03 X  

Lipext 01 
0Sk  

Lipext 

04 
0S  

01 
0Sk  03 X  

03 
XSY /  

2OC  
04 

0S  

04 
Sβ  03 X  

16 
2Oq  

Pro 

04 
0S  

17 akL  

2OC  

18 *
2O  

Pro 01 
0Sk  
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Os resultados mostram que 7 parâmetros são significativos: 0Sk , XSY / , Sβ , 

máxµ , 
2Oq , akL  e *

2OC , enquanto 2 variáveis operacionais são significativas: X  e 0S . 

 

5.1.1 Avaliação das análises de sensibilidade operacional 

 

A análise de sensibilidade operacional foi feita com as 4 variáveis de valor 

inicial não nulo, sendo que apenas X e S0 se mostraram significativas para o modelo. 

Todas as variáveis operacionais são dependentes da concentração de biomassa no meio 

e esta é diretamente dependente da concentração de substrato extracelular. Logo, esse 

resultado era esperado. 

 

5.1.2 Avaliação das análises de sensibilidade paramétrica 

 

Na análise paramétrica, foi notada a importância de 2 grupos de parâmetros 

(além de máxµ  e Sβ ), devido ao aparecimento quase constante como parâmetros que 

influenciam as variáveis do sistema, formados por: 1) 0Sk  e XSY / ; 2) 
2Oq , akL  e *

2OC . 

 

O parâmetro 0Sk  é a taxa máxima de transporte de substrato do meio 

extracelular para o meio intracelular, um parâmetro significante para todas as respostas 

escolhidas para a análise paramétrica. Esse foi um resultado esperado, já que esse 

parâmetro influencia diretamente nos valores de S  e 0S  numa grande extensão, 

variáveis essas que se encontram na expressão matemática de todos os balanços, 

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

conversão de substrato em biomassa devido ao crescimento celular, porém numa menor 

extensão, tendo uma maior influência no balanço de substrato intra e extracelular, além 

do balanço de oxigênio (pelo maior ou menor consumo deste). Esses dois parâmetros se 

mostram como os mais importantes no balanço de massa do substrato intracelular, S, 

sendo seus papéis antagônicos; kS0 fazendo parte de um termo de acréscimo de substrato 

interno e YS/X de um termo que controla o consumo desse substrato. A concentração de S 

é a principal variável que determina a taxa específica de crescimento do 

microorganismo e que, por conseguinte, influencia fortemente a concentração de 
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biomassa e a taxa de produção de lipase intracelular. Modificações na concentração de 

lipase intracelular influenciam diretamente a concentração de lipase extracelular 

 

O trio de parâmetros relacionados ao balanço de oxigênio (
2Oq , akL  e *

2OC ) 

também é significante para o modelo, mostrando a importância que possui a modelagem 

e determinação correta desses parâmetros. É interessante notar também que todos os 

parâmetros que fazem parte do balanço de oxigênio são importantes, mostrando que o 

acréscimo dessa variável no sistema é relevante para a modelagem do bioprocesso. 

Possíveis modificações futuras na modelagem desse balanço devem levar em conta essa 

importância. No entanto, optou-se por não se estimar os parâmetros akL  e *

2OC , pelo 

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

 

5.2 Estimação de parâmetros 

 

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

parâmetros que se mostraram significativos foram 0Sk , XSY / , Sβ , máxµ  e 
2Oq . Os 

parâmetros para os quais o sistema demonstrou pouca sensibilidade foram mantidos 

constantes, conforme os valores anteriormente descritos na Seção 4.1.3.2. 

 

Na seção 4.1.3 foi dito que caso um grande número de parâmetros se revelasse 

importante, outro modelo menos parametrizado deveria ser avaliado. Como o número 

de parâmetros significativos ao modelo se revelou uma quantidade razoavelmente 

menor que o número total de parâmetros (5 contra 25, respectivamente), um novo 

modelo não se faz necessário. 

 

As estimações dos 5 parâmetros ( 0Sk , XSY / , Sβ , máxµ  e 
2Oq ) foram feitas 

mediante a programação de uma rotina computacional no ambiente de programação. 

Entretanto, surgiram questões relacionadas à resposta que o modelo retornava, sendo 

estas descritas nas Seções 5.2.1 e 5.2.2. 
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5.2.1 Primeiro modelo para oxigênio 

 

A primeira estimação de parâmetros foi feita com o modelo de oxigênio 

simplificado, onde o termo de consumo desse componente era expresso por XqO .
2

. 

Entretanto, esse modelo não conseguiu representar satisfatoriamente o bioprocesso. A 

resposta do modelo levava a uma diminuição da concentração de oxigênio e uma 

posterior estabilização ao final da fermentação. Contudo, os dados experimentais 

indicam que há uma queda na concentração de oxigênio ao longo do tempo e, ao se 

aproximar do final do processo, um aumento no valor desta concentração, como mostra 

a Figura 5.1. Mesmo inserindo mais parâmetros para estimação ( sk1 , ik , mk , Sk  e ak2 ), 

não foi possível obter uma curva onde o comportamento esperado fosse alcançado. 

 

5.2.2 Segundo modelo para oxigênio 

 

Com a não obtenção de um perfil esperado, optou-se por modificar o balanço de 

oxigênio. Foi feita a substituição da equação anterior por outra, semelhante à equação 

para substrato interno. Essa escolha foi realizada por ser uma idéia natural, já que tanto 

o substrato interno quanto o oxigênio são substratos necessários para a multiplicação e 

manutenção de organismos aeróbios, como Yarrowia lipolytica. 

 

A substituição das equações resulta no desaparecimento de um parâmetro (
2Oq ) 

e no surgimento de 2 novos ( XOY /2
 e 

2Oβ ), análogos aos parâmetros para substrato 

interno. Como todo o sistema de balanço de oxigênio foi considerado importante na 

análise paramétrica, os novos parâmetros foram adicionados ao grupo de parâmetros a 

serem estimados. 

 

Na Figura 5.2 pode-se verificar que o novo modelo gera uma resposta mais 

condizente com os pontos experimentais, já que agora o perfil apresenta uma queda na 

concentração de oxigênio e uma posterior recuperação, quando o processo fermentativo 

se encontra perto do final, ainda que uma estimação paramétrica não tenha sido feita. 

Concluiu-se que o total de parâmetros significativos do modelo é igual a 6. 
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Figura 5.1 – Dados obtidos por Amaral (2007) e curva do primeiro modelo de oxigênio 

 

 
Figura 5.2 – Dados obtidos por Amaral (2007) e curva do segundo modelo de oxigênio 
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5.2.3 Faixas de estimação e correção da metodologia 

 

Com o modelo de oxigênio melhorado, o próximo passo foi definir as faixas de 

valores que seriam cobertas na estimação de parâmetros. 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 parâmetros foram 

razoavelmente maiores que de outros. Além disso, como as ordens de grandeza dos 

parâmetros eram grandes, foi adotado um sistema onde um fator era estimado, ao invés 

do parâmetro, sendo esse fator posteriormente multiplicado por um valor base. Essa 

estimação indireta visou a corrigir limitações no comando do ambiente de programação. 

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

 

Tabela 5.2 – Parâmetros e faixas de estimação 

Parâmetro Valor 
base 

Limite 
inferior 

Estimativa 
inicial 

Limite 
superior 

Faixa varrida 
(parâmetros) 

0Sk  0,50 0 1 20 0 – 10 

XSY /  1/0,86 1 1 2,15 1/1 – 1/0,465 

Sβ  0,05 0 1 10 0 – 0,05 

máxµ  0,25 0 1 40 0 – 10 

XOY /2
 500 1 6 6 1000 – 3000 

2Oβ  100 0 2 2 0 – 200 

 

5.2.4 Resultado da estimação 

 

A primeira estimação mostrava a curva de resposta do modelo muito pouco 

representativa para a biomassa X, sendo feita uma correção posterior no peso atribuído a 

essa variável de 10 para 20. Com essa correção os resultados da estimação foram 

obtidos para X, S0, Lipext, CO2 e Pt, segundo as Figuras 5.3.a até 5.3.e, a seguir. 
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Tempo (h) 

Figura 5.3.b – Substrato intracelular (S0) x Tempo (h) após estimação de parâmetros 

Tempo (h) 
Figura 5.3.a – Biomassa (X) x Tempo (h) após estimação de parâmetros 
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Tempo (h) 
Figura 5.3.c – Atividade lipolítica externa (Lipext) x Tempo (h) após estimação de parâmetros 

Tempo (h) 
Figura 5.3.d – Oxigênio dissolvido (CO2) x Tempo (h) após estimação de parâmetros 
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Pode-se verificar pelas figuras 5.3.a até 5.3.e mostradas anteriormente que o 

modelo descreve o perfil dos dados experimentais disponíveis, com menor ou maior 

grau de aproximação. A Figura 5.3.e indica a existência de um tempo morto de razão 

desconhecida, mas que novos ensaios podem mostrar a razão para esse fenômeno. Nesse 

trabalho optou-se por não analisar mais profundamente o fenômeno devido aos 

resultados satisfatórios da descrição do decaimento da atividade lipolítica externa na 

parte final da fermentação. 

 

Devido aos parâmetros das equações de balanço para as atividades lipolíticas 

não influenciarem as outras variáveis, foi executada uma nova estimação somente 

desses parâmetros para um ajuste fino da atividade lipolítica externa, como mostra a 

Figura 5.4. Caso os dados de atividade lipolítica interna estivessem disponíveis, esse 

ajuste fino poderia ser estendido para essa variável. Na Tabela 5.3, é mostrada a 

progressão dos valores dos parâmetros ao longo das duas estimações (parâmetros 

variados em negrito). 

 

Tempo (h) 
Figura 5.3.e – Atividade proteolítica (Pt) x Tempo (h) após estimação de parâmetros 
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Figura 5.4– Curva de resposta do modelo para atividade lipolítica externa após nova estimação 
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Tabela 5.3 – Parâmetros estimados em ambas as estimações 

Número Parâmetro Estimado Valor inicial Estimação 1 Estimação 2 

1 kS0 [g sub/(g biomassa.h)] Sim 0,50 0,27 0,27 

2 kS01 [g/L] Não 0,25 0,25  0,25 

3 YS/X [g sub/g biomassa] Sim 1/0,86 1/0,8557  1/0,8557 

4 βS [g sub/(g biomassa.h)] Sim 0,05 0,041  0,041 

5 µmáx [h-1] Sim 0,25 0,41  0,41 

6 kSS [g sub/g biomassa] Não 0,05 0,05  0,05 

7 k1M [kU lipase int/g biomassa] Sim 192 192  165 

8 k1S [g sub/g biomassa] Sim 0,425 0,425  0,977 

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

10 km [kU lipase int/(g biomassa.h)] Sim 0,55 0,55  0,30 

11 ks [kU lipase int/g biomassa] Sim 0,25 0,25  5,6.10-4 

12 kes [g sub/g biomassa] Não 1.10-7 10-7 10-7 

13 K11 [ ] Não 0,00 0  0  

14 K12 [g sub/L] Não 0,00 0  0  

15 [mg O2/L] Não 1,00 1,00  1,00 

16 kLa [h-1] Não 99,8 99,8  99,8  

17 [mg/L] Não 7,4 7,4  7,4  

18 kcs [g sub/g biomassa] Não 1.10-2 0,01  0,01  

19 k2a [U protease] Não 0,05 0,05  0,05  

20 k2m [kU lipase ext/(U protease.h)] Sim 190 190  106 

21 k2s [kU lipase ext/L] Sim 210 210  234  

22 
XOY /2

[mg O2/g biomassa] Sim 3000 1074  1074 

23 [mg O2/(g biomassa.h)] Sim 200 2,95 2,95 

 

*

2OC

2Ok

2Oβ
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5.2.5 Comparação dos valores obtidos com dados da literatura 

 

Os trabalhos de Freire, Sant’Anna e Alves (1999) e de Montesinos et al (1996) 

estimaram alguns parâmetros que encontram similaridade com os parâmetros estimados 

neste trabalho. A Tabela 5.4 mostra esses parâmetros e seus valores, para comparação. 

 

Tabela 5.4 – Parâmetros estimados e encontrados na literatura 

Parâmetro Estimado? Freire et al Montesinos et al Este trabalho 

kS0 Sim - 0,153 0,27 

kS01 Não - 0,135 0,25 

YS/X Sim 1/0,5 1/0,86 1/0,8557 

βS Sim - 0 0,041 

µmáx Sim 0,2 0,253 0,41 

kSS Não - 0,01 0,05 

km Sim - 0,06 0,30 

ks Sim - 0,25 5,6.10-4 

kes Não - 10-7 10-7 

XOY /2
 Sim 740,7 - 1074 

 

Os parâmetros mais usuais YS/X, µmáx e XOY /2
 mostram similaridade sob a ótica 

da ordem de grandeza, o que já era esperado. Valores que não foram encontrados em 

nenhum dos 2 trabalhos foram desconsiderados para fins de comparação. 
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6 Simulações de outros modos de condução 

 

De posse dos parâmetros estimados e visando a um aumento da atividade 

lipolítica externa ao final do bioprocesso, foram simuladas outras condições iniciais, 

variando as concentrações iniciais de biomassa e substrato extracelular. Outro modo de 

condução do processo, a batelada alimentada, também foi simulado, dadas as 

características do processo de ser associado ao crescimento e o termo de geração de 

lipase interna implicar em uma auto-inibição pelo substrato. Essa inibição por glicose 

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

 

O principal parâmetro 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 razão das produtividades máximas da simulação e do experimento de 

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

 

(6.1) 

 

6.1 Variação de concentrações iniciais 

 

Uma primeira abordagem para simulações do comportamento do sistema foi 

uma varredura de concentrações iniciais de biomassa e substrato. Foram feitas 

simulações do bioprocesso em valores de 0,5, 1, 1,5 e 2 vezes os valores originais 

utilizados nos experimentos de Amaral (2007), de X0=1g/L e S0=20g/L. Essas 

simulações geraram 2 conjuntos de matrizes: um no tempo de pico de produção do 

experimento original (24h) e outra no momento de pico de cada uma dessas simulações, 

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). 

( )
( )

( )
%100,

alexperimentmáx,P

simuladomáxP

q

q
% relativa adeProdutivid =
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Tabela 6.1 – Variação de concentrações de biomassa e substrato extracelular (em t=24h) 

Atividade lipolítica (kUI/L) S0=10g/L S0=20g/L S0=30g/L S0=40g/L 

X0=0,5g/L 17,4 19,4 17,5 13,6 

X0=1g/L 22,7 27,55 26,8 23,0 

X0=1,5g/L 22,4 25,7 29,7 29,7 

X0=2g/L 22,3 25,4 29,0 32,8 

     

Produtividade relativa (%) S0=10g/L S0=20g/L S0=30g/L S0=40g/L 

X0=0,5g/L 63,2 70,4 63,5 49,4 

X0=1,0g/L 82,4 100 97,3 83,5 

X0=1,5g/L 81,3 93,3 107,8 107,8 

X0=2,0g/L 80,9 92,2 105,3 119,1 

 

Tabela 6.2 – Variação de concentração de biomassa e substrato extracelular (máximo) 

Atividade lipolítica (kUI/L) S0=10g/L S0=20g/L S0=30g/L S0=40g/L 

X0=0,5g/L 20,5 25,3 27,15 28,5 

X0=1g/L 23,0 27,55 29,5 30,9 

X0=1,5g/L 24,8 29,0 31,0 32,3 

X0=2g/L 26,0 30,15 32,15 33,5 

     

Tempo (h) S0=10g/L S0=20g/L S0=30g/L S0=40g/L 

X0=0,5g/L 27,2 27,2 28,7 30,5 

X0=1g/L 23,6 24 25,2 27 

X0=1,5g/L 21,3 21,5 23,2 27,4 

X0=2g/L 19,6 20,15 23,2 23,5 

     

Produtividade relativa (%) S0=10g/L S0=20g/L S0=30g/L S0=40g/L 

X0=0,5g/L 65,7 81,0 82,4 81,4 

X0=1g/L 84,9 100 102,0 99,7 

X0=1,5g/L 101,4 117,5 116,4 102,7 

X0=2g/L 115,6 130,3 129,1 124,2 
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Os resultados das produtividades máximas relativas da Tabela 6.2 geraram uma 

superfície Produtividade x (X, S0) num espaço tridimensional, onde pode-se estimar 

como o sistema se comporta ao varrer o espaço dessas variáveis (Figura 6.1).  

 

 
Figura 6.1 – Porcentual de produtividade relativa máxima x (X,S0) 

 

6.2 Batelada alimentada 

 

Alguns bioprocessos podem necessitar de precursores para produzir 

determinados produtos que precisam ser adicionados no meio da fermentação, regulação 

de determinadas substâncias ao longo do tempo de processo ou que alguns reagentes 

sejam mantidos em concentrações dentro de uma determinada faixa de valores; porém, 

esse tipo de controle não é praticado num reator operando em batelada simples. Quando 

se conduz o processo numa batelada alimentada, no entanto, esse controle torna-se mais 

fácil. Como dito no início do capítulo, o termo de produção de atividade lipolítica 

apresenta uma cinética de auto-inibição. Esse detalhe torna interessante avaliar se a 

condução do bioprocesso por batelada alimentada poderia fornecer melhorias na 
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produção da lipase, já que torna possível manter a razão XS /0  próxima de valores 

onde há maior produção da enzima. 

 

6.2.1 Vazão constante 

 

Para realizar as simulações com vazão constante, adotou-se como padrão uma 

vazão mássica de substrato fixa hgFSm f /1==& , o que resultaria na adição da mesma 

quantidade de substrato inicial da fermentação (S0=20g/L e V0=1,5L) ao longo de 30h, 

em várias condições, i.e. variando a concentração de substrato na corrente de 

alimentação numa faixa de 5 a 200g/L, de modo que a influência da variação de volume 

(devido à vazão entre 0,2L/h e 0,005L/h) também fosse avaliada. A concentração inicial 

de biomassa X0 foi de 1g/L. Foram obtidas matrizes com os valores de atividade lipásica 

extracelular para o tempo de pico de produção do experimento original (24h) e para o 

pico apresentado nas condições 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 vazão mássica constante (em t=24h) 

F (L/h) Sf (g/L) 
Lip24h 

(kUI/L) 

Vtotal, 24h 

(L) 

Produtividade 

[kUI/(L.h)] 

Produtividade 

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 77,4 

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 25,3 1,62 1,05 89,4 
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Tabela 6.4 – Batelada alimentada com vazão mássica constante (na produtividade máxima) 

F (L/h) Sf (g/L) 
Lipmáx 

(kUI/L) 

tmáx 

(h) 

Vtotal, máx 

(L) 

Produtividade 

[kUI/(L.h)] 

Produtividade 

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 Vazão controlada 

 

Ao se analisar a equação de balanço da atividade lipolítica intracelular, verifica-

se que o termo de produção é função não de uma única variável, mas sim de uma razão 

entre duas variáveis, a concentração de substrato externo e a concentração de biomassa. 

O termo apresenta uma cinética de auto-inibição, caracterizada pela existência de um 

termo quadrático no denominador da expressão. Isso indica que nem sempre um 

aumento da razão XS /0  necessariamente significa um aumento da produção de lipase. 

O valor máximo desse termo é alcançado com um valor de célsub ggXS /203,0/0 = , 

valor que só é alcançado próximo ao final da fermentação. O trecho da varredura de 

S0/X entre 0-1gsub/gcél mostrando os valores para a produção de lipase interna é mostrado 

na Figura 6.2. 
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Figura 6.2 – Taxa de produção de lipase interna x Razão S0/X 

 

Com o valor máximo do termo de produção de atividade lipolítica, foi simulado 

um processo onde uma vazão mássica hgFSm f /10==&  fosse fornecida ao sistema 

somente nos momentos onde  essa razão fosse menor que o valor máximo (set point). O 

valor de m&  foi aumentado com relação ao valor utilizado na simulação com vazão 

constante, pois o valor anterior não era suficiente para que a concentração de substrato 

extracelular aumentasse. Além disso, um valor de hgm /10=&  nas simulações com 

vazão constante causava uma grande repressão na produção de lipase interna, além de 

um aumento considerável no volume total do reator. 

 

Esse modo de condução apresenta como vantagem a entrada de substrato 

adicional no sistema apenas durante um momento onde este será utilizado para 

produção de lipases, porém demanda uma estratégia de controle de vazão mais 

complexa. O substrato extracelular disponível no início do processo seria utilizado para 

a produção de células, manutenção metabólica e produção inicial de lipases; no decorrer 
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do processo, a adição posterior de substrato manteria a produção de lipases ocorrendo. 

Foi fixada uma vazão F=0,05L/h e uma concentração na alimentação de Sf=200g/L. 

Simulações foram feitas com S0=10g/L e S0=20g/L (Tabela 6.5) 

 

Tabela 6.5 – Batelada alimentada com vazão controlada (F=0,05L/h, Sf=200g/L, máximo) 

 Lipmáx 

(kUI/L) 
tmáx (h) Vmáx (L) 

Produtividade 

[kUI/(L.h)] 

Produtividade 

relativa (%) 

S0=10g/L 51,97 41,3 2,3 1,26 106,6 

S0=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 balanço de massa para o substrato externo foi 

zerado e uma equação para a vazão volumétrica de entrada foi obtida. 

 

(6.2) 

 

(6.3) 

 

A expressão para VR dada pela equação 6.3 possui uma aparente lembrança com 

uma equação para alimentação exponencial clássica, com o objetivo de manter a taxa 

específica de crescimento µ constante, porém esta só seria obtida caso o balanço para o 

substrato interno S fosse zerado, ao invés de S0. Contudo, a condição para µ ser 

constante também implicaria na não variação da concentração de oxigênio dissolvido no 

meio. 

 

Foram feitas simulações com concentração de substrato externo S0=10g/L, com 

varredura de Sf entre 10-200g/L, e S0=20g/L, com varredura Sf entre 20-200g/L, cujos 

resultados são apresentados nas Tabelas 6.6 e 6.7. 
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Tabela 6.6 – Batelada alimentada com S0 constante (S0=10g/L) (máximo) 

Sf (g/L) 
Lipmáx 

(kUI/L) 

tmáx 

(h) 

Vmáx 

(L) 

Produtividade 

[kUI/(L.h)] 

Produtividade 

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 S0 constante (S0=20g/L) (máximo) 

Sf (g/L) 
Lipmáx 

(kUI/L) 

tmáx 

(h) 

Vmáx 

(L) 

Produtividade 

[kUI/(L.h)] 

Produtividade 

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 22,4 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 simulações com alimentação por degrau, foram escolhidos 4 

tempos, tanto para duração do degrau quanto para os intervalos entre eles: 1h, 2h, 4h e 

6h. Cada simulação de degrau foi realizada com vazões mássicas de substrato  

hgm /1=&  e hgm /5=& . A concentração de biomassa X foi de 1g/L e de substrato 

externo S0 inicial foi de 20g/L. Uma varredura de concentrações de substrato na 

alimentação de 5-200g/L mostra que os valores máximos de produtividade relativa na 

batelada são alcançados com uma maior concentração deste parâmetro, sendo mostrados 

na Tabela 6.6 os resultados das simulações com Sf=200g/L, concentração com a qual os 

melhores resultados foram obtidos. 

 

Tabela 6.8– Batelada alimentada com vazão por pulsos – Produtividades máximas 

Atividade lipolítica (kUI/L) tpulso=1h tpulso=2h tpulso=4h tpulso=6h 

hgm /1=&  31,1 31,4 29,6 31,5 

hgm /5=&  37,3 33,1 31,3 32,1 

     

Tempo (h) tpulso=1h tpulso=2h tpulso=4h tpulso=6h 

hgm /1=&  25,8 25,9 25,2 25,9 

hgm /5=&  34,6 32,2 30,9 31,0 

     

Volume (L) tpulso=1h tpulso=2h tpulso=4h tpulso=6h 

hgm /1=&  1,565 1,56 1,56 1,56 

hgm /5=&  1,9 1,9 1,85 1,8 

     

Produtividade relativa % tpulso=1h tpulso=2h tpulso=4h tpulso=6h 

hgm /1=&  102,2 102,9 100,7 103,1 

hgm /5=&  91,4 87,1 85,8 87,8 
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6.3 Discussão dos resultados das simulações dos modos de condução 

 

A varredura de concentrações iniciais de biomassa e substrato inicial mostrou 

que a produtividade máxima (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 S0. Isso se dá 

provavelmente devido ao sistema se encontrar na região onde o termo de produção de 

atividade lipolítica intracelular estar próximo do seu máximo, segundo o modelo de 

auto-inibição. O melhor resultado encontrado foi com a mais alta concentração inicial 

de biomassa (2g/L) e uma concentração não tão alta de substrato extracelular inicial 

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

 

A utilização da batelada alimentada com vazão constante como modo de 

condução mostrou um perfil onde o uso de uma alimentação com vazão menor e 

concentração de substrato na alimentação maior favorecia ligeiramente a produção de 

lipase, com um aumento de 2,3% com relação à batelada simples. Aparentemente a 

diluição menor do sistema (menor variação de volume, mantendo-se a entrada mássica 

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

 

O uso de uma vazão controlada de modo a manter o valor da razão XS /0  

próximo do valor onde há maior produção de atividade lipolítica intracelular aumentou 

em aproximadamente 8,5% a produtividade do processo. Em comparação com a vazão 

mássica constante, o modo de vazão controlada conseguiu aumentar em 6,3 pontos 

percentuais o valor da produtividade do processo. 

 

A simulação de uma batelada alimentada com substrato extracelular constante 

exibiu uma melhoria muito pouco significativa (aproximadamente 1,4%) na 

concentração S0=10g/L, quando usada a concentração de alimentação Sf=200g/L, 

enquanto que na concentração S0=20g/L a produtividade máxima na simulação foi 

razoavelmente inferior quanto à batelada simples (58,1%). Entretanto, esse modo obteve 

volumes finais menores que os encontrados para uma vazão volumétrica constante. 
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A utilização de uma alimentação por degraus (com pulso de 6h e hgm /1=& ) 

mostrou-se pouco melhor que uma alimentação constante com relação à produtividade 

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

 

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

primeiras simulações. 

 

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

Estratégia 

 

Lipmáx 

(kUI/L) 

tmáx 

(h) 

V 

(L) 

Produtividade 

[kUI/(L.h)] 

Produtividade 

relativa (%) 

Variação de concentrações 

iniciais 

(X0=2g/L; S0=20g/L) 

30,1 20,1 1,5 1,50 130,2 

Vazão de alimentação 

constante 

(X0=1g/L; S0=20g/L; 

Sf=200g/L; F=0,005L/h) 

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

Vazão de alimentação 

controlada 

(X0=1g/L; S0=20g/L; 

Sf=200g/L; F=0,05L/h; 

S0/X=0,203gsub/gcél) 

52,6 41,1 3,2 1,28 108,5 

Substrato extracelular 

constante 

(X0=1g/L; S0=10g/L; 

Sf=200g/L) 

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

Vazão de alimentação por 

degraus 

(X0=1g/L; S0=20g/L; 

Sf=200g/L; F=0,005L/h) 

31,5 25,9 1,56 1,22 103,1 
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6.4 Simulações modificadas 

 

De posse dos resultados da varredura de condições iniciais, da batelada 

alimentada a vazão constante, da batelada alimentada a vazão controlada e da batelada 

alimentada a pulsos de 6h, novas simulações foram feitas, unindo as tendências destes  

ensaios. Foram realizadas mais três simulações: a primeira com S0=20g/L, X=2g/L, 

hgFSm f /1==& , Sf variando de 5g/L a 200g/L e vazão mássica constante; a segunda 

com as mesmas condições da batelada alimentada com vazão constante, porém com 

uma vazão por pulsos de 2h e outra de 6h, com somente Sf=200g/L como concentração 

de substrato na alimentação, e; a terceira com concentrações iniciais de substrato 

externo S0=10g/L e S0=20g/L, X=2g/L, F=0,05L/h, Sf=200g/L e vazão controlada para 

manter a razão XS /0  próxima ao valor máximo de produção. 

Os resultados são apresentados nas Tabelas 6.10 a 6.12. 

 

Tabela 6.10 – Batelada alimentada modificada com vazão volumétrica constante 

(máximo) 

F (L/h) Sf (g/L) 
Lipmáx 

(kUI/L) 
tmáx (h) 

Vmáx 

(L) 

Produtividade 

[kUI/(L.h)] 

Produtividade 

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 33,4 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 1,47 124,7 

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 vazão por pulsos 

F (L/h) Sf (g/L) 
Pulso 

(h) 

Lipmáx 

(kUI/L) 
tmáx (h) 

Produtividade 

[kUI/(L.h)] 

Produtividade 

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 vazão controlada (máximo) 

 Lipmáx 

(kUI/L) 
tmáx (h) Vmáx (L) 

Produtividade 

[kUI/(L.h)] 

Produtividade 

relativa (%) 

S0=10g/L 52,9 41,3 2,2 1,53 130,2 

S0=20g/L 50 32,0 2,02 1,56 132,5 

 

 

6.5 Resultados das simulações modificadas 

 

O uso de alimentação adicional quando a concentração de biomassa inicial é de 

2g/L não traz maiores incrementos ao processo do que o ganho já alcançado pela 

mudança. O ganho próximo de 2 pontos percentuais da alimentação baseada no controle 

da razão XS /0  não é muito significativo com relação a produtividade. Algumas 

possibilidades para esses resultados podem ser levantadas. 

 

Com relação à vazão constante, uma possibilidade é de que o aumento da 

concentração de biomassa inicial causasse um maior consumo de substrato no início da 

fermentação, mas direcionado ao crescimento da biomassa, sendo que a alimentação 

não foi suficiente para repor o substrato. Ao se aproximar a região onde normalmente há 

maior produção de lipases, ou seja, próximo ao pico da Figura 6.2, o meio já estaria 

próximo de esgotar-se, o que levaria a taxa específica de crescimento a valores 

próximos a zero, diminuindo a síntese de lipase. 

 

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

caso semelhante ao mostrado na vazão 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 fermentação onde esse componente estava sendo 

consumida a uma taxa mais alta que nas simulações com X0=1g/L. Ou seja, o pulso de 

6h começou num momento onde a concentração de biomassa já era alta (aumentando o 

consumo de manutenção) e uma adição de substrato já não conseguiria aumentar a 

concentração de substrato extracelular de maneira significativa. 

 

A estratégia de vazão controlada para manter a razão S0/X próxima a um valor de 

pico de produção mostrou-se a melhor, pois permitiu que a concentração de biomassa 

aumentasse (fazendo com que mais lipase fosse gerada) e que a concentração de 

substrato extracelular não permanecesse baixa, mas sim próximo ao pico da Figura 6.2. 

 

6.6 Conclusões das simulações de outras estratégias 

 

Os resultados das diversas simulações indicam que mudanças nos valores 

iniciais das variáveis melhoram a produtividade de lipase com relação à batelada 

simples, bem como o uso de estratégias de alimentação ao longo do bioprocesso. 

Entretanto, o uso dessas duas abordagens diferentes não é sinérgico, sendo o ganho 

obtido com o uso concomitante muito baixo para justificar a utilização conjunta. A 

vantagem do aumento da concentração inicial é tornar não necessário um sistema de 

adição de meio ao longo do processo, apresentando como desvantagem um possível 

aumento de tempo, trabalho e recursos na preparação da fermentação, mais do que no 

uso de uma alimentação adicional. 
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7 Conclusões e sugestões de trabalhos futuros 

 

7.1 Análise paramétrica, análise operacional e estimação de parâmetros 

 

• A análise paramétrica e operacional do modelo matemático de partida adaptado 

de Montesinos (1993) mostrou que ele possui 7 parâmetros significativos ( 0Sk , 

XSY / , β , máxµ , 
2Oq , akL  e *

2O ) e 2 variáveis operacionais com valor inicial 

significativo ( X  e 0S ); 

 

• Todo o sistema de parâmetros diretamente ligados ao balanço de oxigênio (
2Oq , 

akL  e *
2O ) mostrou-se importante, bem como XOY /2

 e 
2Oβ  no modelo seguinte; 

 

• Um refinamento na estimação dos parâmetros referentes à produção de lipase 

interna e transporte da mesma para o meio extracelular forneceu um novo 

conjunto de parâmetros que ajustaram mais adequadamente os pontos 

experimentais; 

 

• Os parâmetros obtidos estão numa ordem de grandeza compatível com outros 

parâmetros encontrados na literatura; 

 

7.2 Simulações de modos de condução 

 

• Uma varredura bidimensional das variáveis operacionais significativas ( X  e 

0S ) mostrou uma direção onde podem ocorrer melhorias na produtividade do 

bioprocesso (aumento próximo de 30%);  

 

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

produção de lipases com relação à razão célsub ggXS /203,0/0 = ; 
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• A batelada alimentada mantendo substrato extracelular constante não exibiu 

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

 

• As bateladas alimentadas com vazão constante e por pulsos geraram uma ligeira 

melhora na produtividade, enquanto a batelada alimentada com estabilização 

próxima a célsub ggXS /203,0/0 =  apresentou um melhor resultado com relação 

ao experimento original (de 8,5%); 

 

• A aplicação da batelada alimentada com estabilização próxima a 

célsub ggXS /203,0/0 =  e o resultado da varredura bidimensional de X  e 0S  

não promoveu um aumento significativo na produtividade (com relação à 

varredura bidimensional). 

 

• A melhor estratégia encontrada no presente trabalho foi a adoção de uma 

concentração inicial de biomassa de 2,0g/L e mantendo a concentração de 

substrato inicial em 20g/L, resultando num aumento de 30% com relação ao 

experimento original 

 

7.3 Sugestões 

 

• Realização de ensaios de validação do modelo, de modo a verificar as predições 

desenvolvidas no presente trabalho; 

 

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

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

 

• Adaptar o modelo para que este consiga medir a influência da agitação e da 

aeração do sistema no comportamento da levedura na fermentação; 

 

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

produção de lipases com Yarrowia lipolytica. 
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8.1 Anexo 1 – Gráficos da análise paramétrica 
 
01 – Substrato intracelular S 
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02 – Taxa específica de crescimento µ 

 
03 – Biomassa seca X 

 

Tempo (h) 

Tempo (h) 



 

88 

04 – Substrato extracelular S0 
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05 – Lipase intracelular Lip 

 
06 – Lipase externa Lipext 

 

Tempo (h) 

Tempo (h) 



 

90 

09 – Oxigênio O2 
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10 – Protease Pro 
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8.2 Anexo 2 – Gráficos da análise paramétrica 
 
01 – Substrato intracelular S 
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02 – Taxa específica de crescimento µ 
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03 – Biomassa seca X 
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04 – Substrato extracelular S0 
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05 – Lipase intracelular Lip 
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06 – Lipase externa Lipext 
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09 – Oxigênio O2 
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10 – Protease Pro 
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