RESSALVA

Atendendo solicitacdo do autor, o texto
completo desta Dissertacéo sera
disponibilizado somente a partir de
30/06/2022.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
"JULIO DE MESQUITA FILHO"
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

CAMPUS DE ARARAQUARA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE BIOMATERIAIS E BIOPROCESSOS
MESTRADO PROFISSIONAL

MODELAGEM, SIMULACAO E AJUSTE DE CONDICOES
OPERACIONAIS DA ETAPA DE CRESCIMENTO CELULAR DO
BIOPROCESSO INDUSTRIAL DE PRODUCAO DE FARNESENO

FABIANO ANTONIO DE SOUZA

ORIENTADOR: PROF. DR SAMUEL CONCEICAO DE OLIVEIRA

Araraquara-SP
2020



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
"JULIO DE MESQUITA FILHO"
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CAMPUS DE ARARAQUARA

MODELAGEM, SIMULACAO E AJUSTE DE CONDICOES
OPERACIONAIS DA ETAPA DE CRESCIMENTO CELULAR DO
BIOPROCESSO INDUSTRIAL DE PRODUCAO DE FARNESENO

FABIANO ANTONIO DE SOUZA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-Graduagcdo em
Engenharia de Biomateriais e Bioprocessos (Mestrado
Profissional), Area de Biomateriais, Bioprocessos, Bioprodutos
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, como parte
dos requisitos para obtencdo do Titulo de Mestre em
Engenharia de Biomateriais e Bioprocessos.

Orientador: Prof. Dr Samuel Conceicéo de Oliveira

Araraquara-SP
2020



S729m

Souza, Fabiano Antonio de.

Modelagem, simulagao e ajuste de condigdes operacionais da
etapa de crescimento celular do bioprocesso industrial de produgdo de
farneseno / Fabiano Antonio de Souza. - Araraquara: [S.n.], 2020.

70 f. il

Dissertacdo (Mestrado Profissional) - Universidade Estadual
Paulista. “Julio de Mesquita Filho". Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas.
Programa de Pés Graduacdo em Engenharia de Biomateriais e
Bioprocessos. Area de Biomateriais, Bioprocessos, Bioprodutos.

Orientador: Samuel Concei¢ao de Oliveira.

1. Modelagem matemadtica. 2. Simulagdo. 3. Bioprocesso. 4.
Farneseno. 5. Escala industrial. 1. Oliveira, Samuel Conceigdo de, orient.
II. Titulo.

Diretoria do Servigo Técnico de Biblioteca e Documentacgao - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

UNESP - Campus de Araraquara

CAPES: 33004030170P0
Esta ficha ndo pode ser modificada



1*317 UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ﬁ""‘

unesp ™ 0

Cimpus de Araraquara

-

CERTIFICADO DE APROVAGAOQ

TiTULO DA DISSERTAGAO: MODELAGEM, SIMULACAO E AJUSTE DE CONDICOES OPERACIONAIS
DA ETAPA DE CRESCIMENTO CELULAR DO BIOPROCESS0 INDUSTRIAL
DE PRODUCAO DE FARNESENO

AUTOR: FAEBIANO ANTONIO DE SOUZA
ORIENTADOR: SAMUEL CONCEICAO DE OLIVEIRA

Aprovado como parte das exigéncias para obtencao do Titulo de Mestre em ENGENHARIA DE
BIOMATERIAIS E BIOPROGESSO0S, area: Biomateriais, Bioprocessos, Bioprodutos pela Gomissao

Examinadora:

Prof. Dr. SAMUEL CONCEICAQ DE OLIVEIRA
Departamento de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia [ Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -
UMESP - Araraquara

Prof. Dr. FELIX MONTEIRO PEREIRA
Departamento de Engenharia Quimica / Ezcola de Engenharia de Lorena - USP

Prof. Dr. RONDINELLI DONIZETTI HERCULANO

Departamento de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia / Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -
UMESP - Araraguara

Araraquara, 30 de junho de 2020

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Gampus de Araraguara -
Aodovia Km 1 . 14804083, Araraquara - S3o Paulo
httpziiwenw2 fiefar. unesp.bris!/pos-graduacac/engenharna-de-biomaterais-e-bioprocessos-mestrado-profiGHP.J: 48.051.9180025-00.



Dedico este trabalho, com muito amor e
gratiddo, a minha familia.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, que em sua infinita sabedoria colocou forca
em meu coracao para vencer essa etapa de minha vida.

Agradeco a minha familia e meus amigos por todo o carinho, amor e for¢a. Sou
grato, especialmente, & minha esposa, grande parceira e incentivadora e a Lara minha
filha por dividir seu tempo.

Agradeco ao meu time de processos e ao Renato Lopes, por me conceder o
tempo e confianca durante o periodo de estudo.

Agradeco a todos os professores do PPG-EBB (Programa de Pés-graduacéo
em Engenharia de Biomateriais e Bioprocessos), especialmente ao Prof. Dr. Samuel
Conceicéo de Oliveira pela orientacdo deste trabalho. Obrigado por compartilhar sua

sabedoria, 0 seu tempo e sua experiéncia.



RESUMO

SOUZA, F. A. Modelagem, simulacéo e ajuste de condi¢gdes operacionais da etapa
de crescimento celular do bioprocesso industrial de producdo de farneseno.
Dissertacao (Mestrado em Engenharia de Biomateriais e Bioprocessos) - Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual Paulista (UNESP). Araraquara, 2020.

Atualmente um numero crescente de industrias tem utilizado bioprocessos para
converter acucares em diferentes produtos. Baseando-se na demanda de bioprodutos é
imprescindivel atingir elevados volumes de producdo e nesse contexto, quaisquer
perdas ou atrasos impactam negativamente na produtividade do bioprocesso. Desde
que a identificacéo e o controle dos parametros de fermentacéo dependentes de escala
sdo fundamentais para alcancar uma operacdo de alto desempenho em escala
industrial, a otimizacao das variaveis intervenientes no processo de fermentacédo torna-
se uma tarefa necesséria que pode ser facilitada pelo uso de técnicas de modelagem e
simulacdo de processos. Neste sentido, objetivou-se neste estudo modelar, simular e
ajustar as condicfes operacionais da segunda fase da etapa de multiplicacéo celular do
bioprocesso industrial de producdo de farneseno. Baseado numa abordagem néo
segregada e ndo estruturada das células microbianas, o modelo matematico proposto
consistiu de duas equacbes diferencias ordinarias representativas dos balancos de
massa de células e substrato no IF (Initial Fermenter). Para a integracdo numérica das
equacdes diferenciais utilizou-se o método de Runge-Kutta-Gill de 42 ordem e para o
ajuste dos parametros cinéticos do modelo, utilizou-se o método dos minimos
quadrados em conjunto com o algoritmo de Marquardt. Os resultados obtidos
mostraram que o0 modelo matematico proposto descreveu satisfatoriamente a tendéncia
de comportamento das variaveis de estado modeladas (concentracdo de substrato e
densidade o6tica) para dois conjuntos de bateladas realizadas em pressdes de 1.0 e 0.5
bar aplicadas no IF, validando o modelo para estudos de simulacdo, otimizacdo e
controle do bioprocesso. A partir de simulacfes levando em conta varios aspectos do
bioprocesso tais como tamanho do in6culo, suplementacdo do meio de cultura com
substratos melhoradores do crescimento, possibilidade de ocorréncia de fendmenos de
inibicdo e modo de cultivo (batelada ou batelada alimentada), foi possivel ajustar as
condi¢cdes operacionais da etapa de crescimento celular no IF visando atingir os valores
alvos de densidade otica e de tempo de crescimento celular especificados para esta
etapa do bioprocesso industrial de producéo de farneseno.

Palavras-chave: Modelagem matematica; Simulacéo; Bioprocesso; Farneseno; Escala
industrial.



ABSTRACT

SOUZA, F. A. Modeling, simulation and adjustment of operational conditions of
the cell growth stage of the industrial bioprocess of farnesene production (Master
in Biomaterials and Bioprocess Engineering) - School of Pharmaceutical Sciences,
Araraquara, Sado Paulo State University (UNESP), Araraquara, 2020.

Currently, an increasing number of industries have used bioprocesses to convert sugars
into different products. Based on the demand for bioproducts, it is essential to achieve
high production volumes and, in this context, any losses or delays have a negative
impact on the productivity of the bioprocess. Since the identification and control of scale-
dependent fermentation parameters are essential to achieve a high-performance
operation at an industrial level, the optimization of the intervening variables in the
fermentation process becomes a necessary task that can be facilitated by the use of
process modeling and simulation techniques. In this sense, the objective of this study
was to model, simulate and adjust the operational conditions of the second phase of the
cell multiplication stage of the industrial bioprocess for producing farnesene. Based on a
non-segregated and unstructured approach to microbial cells, the proposed
mathematical model consisted of two ordinary differential equations representative of
cell mass and substrate balances in the IF (Initial Fermenter). For the numerical
integration of the differential equations, the 4th-order Runge-Kutta-Gill method was used
and for the adjustment of the model's kinetic parameters, the least squares method was
used together with the Marquardt algorithm. The results obtained showed that the
proposed mathematical model satisfactorily described the behavioral trend of the
modeled state variables (substrate concentration and optical density) for two sets of
batches performed at pressures of 1.0 and 0.5 bar applied in the IF, validating the model
for studies of simulation, optimization and control of the bioprocess. From simulations
taking into account various aspects of the bioprocess such as inoculum size,
supplementation of the culture medium with growth enhancing substrates, the possibility
of occurrence of inhibition phenomena and cultivation mode (batch or batch fed), it was
possible to adjust the operational conditions of the cell growth stage in the IF aiming to
reach the target values of optical density and cell growth time specified for this stage of
the industrial bioprocess of farnesene production.

Keywords: Mathematical modeling; Simulation; Bioprocess; Farnesene; Industrial scale
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LISTA DE SIMBOLOS

Velocidade especifica de crescimento celular

U max Velocidade especifica maxima de crescimento celular

Velocidade volumétrica de crescimento celular

Velocidade volumétrica de formacgéo de produto

Velocidade volumétrica de consumo do substrato

Constante de saturacéo de Monod

Constante de inibicdo pelo substrato

Concentragdo de microrganismos num instante t

Méaxima concentracao de biomassa na qual cessa o crescimento celular

Rendimento de reacao do processo bioldgico “i”

Rendimento em massa celular
Rendimento em produto

Concentragao de substrato num instante t

Concentracdo de produto num instante t

Maxima concentracdo de produto na qual cessa o crescimento celular
Expoente do termo de inibicdo pela biomassa

Expoente do termo de inibicdo pelo produto

Vazéao volumétrica da corrente de alimentacdo de substrato

Volume de processamento no reator

Concentracao de substrato na corrente de alimentacéo
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1. INTRODUCAO

Atualmente um numero crescente de industrias tem utilizado bioprocessos para
converter acucares em diferentes produtos. Em comparacdo com 0S processos
quimicos de producdo, o0s bioprocessos possuem requisitos de energia e custos
ambientais relativamente baixos, reduzida geracdo de residuos e potencial para
obtencado de produtos biodegradaveis, usando matérias-primas renovaveis como a cana
de acucar (ROCHA et al., 2013).

Um bioprocesso € um processo que, geralmente, libera energia, podendo
ocorrer na presenca ou auséncia de oxigénio, a partir de um conjunto de reacdes
enzimaticas, por meio das quais uma molécula organica € degrada em compostos mais
simples pela acdo de microrganismos. O cultivo de microrganismos se desenvolve nos
chamados biorreatores, equipamentos nos quais ha a manipulacdo de parametros
fisicos, como temperatura, pH, entre outros, de forma a regular a biocatélise.

No caso estudado neste trabalho, o bioprocesso ocorre de forma asséptica,
garantindo a destruicdo de microrganismos patogénicos e deteriorantes que Sao
maléficos para o processo de obtencao do farneseno.

O farneseno € um hidrocarboneto a partir do qual é possivel obter, por via
quimica, varios produtos com aplicacdes em diversos setores. A sintese quimica do
farneseno apresenta-se economicamente inviavel devido ao alto custo e ao baixo
rendimento das etapas de reacédo, o que fez a via fermentativa tornar-se uma alternativa
bastante vantajosa para a sintese desse bioproduto, pois utiliza matéria prima de fonte
renovavel (xarope de cana de agucar), sendo também ambientalmente atrativa.

Assim como em todos o0s bioprocessos utilizados industrialmente, o
desenvolvimento do processo de producdo de farneseno envolveu uma etapa prévia de
ampliacéo de escala. Yang (2010) apud Crater e Lievense (2018), afirmam que o baixo
desempenho de algumas fermentacfes em grande escala esta na maioria das vezes
relacionado ao aumento de escala. Isso porque nao se pode garantir que, ao passar de
uma escala para outra, 0 microrganismo agird sobre o substrato nas mesmas condi¢cfes

gue levaram o bioprocesso ao melhor desempenho na escala anterior.
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O bioprocesso de producdo de farneseno ocorre em duas etapas, sendo a
primeira, a etapa de multiplicacdo e acumulacdo de células e a segunda, a etapa de
producado de farneseno propriamente dita. A etapa de multiplicacdo celular é subdividida
em trés fases (A, B e C). O presente estudo esta relacionado a fase C a qual influencia
diretamente na fase de producdo do farneseno, uma vez que atualmente, ndo estao
sendo atingidos os valores alvos determinados para esta fase em escala industrial, o
gue tem acarretado perdas significativas de volumes de producéo.

Sabendo-se que a identificacdo e o controle dos parametros de fermentacéo
dependentes da escala sdo fundamentais para alcancar uma operacdo de alto
desempenho, 0 ajuste desses fatores torna-se uma tarefa imprescindivel para que os
valores alvos sejam atingidos em escala industrial.

Neste sentido, objetiva-se no presente trabalho ajustar, por meio de modelagem
e simulacéo, as condi¢cdes operacionais para que os valores alvo determinados em
escala de bancada para a segunda fase da etapa de multiplicacdo celular do processo

de producédo de farneseno sejam atingidos em escala industrial.
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6. CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos neste trabalho, as seguintes conclusdes
podem ser feitas:
e O modelo matemético fenomenoldgico, ndo segregado e ndo estruturado proposto,
descreveu satisfatoriamente os dados experimentais da etapa de crescimento
microbiano durante o bioprocesso industrial de producédo de farneseno, validando sua
utilizacdo para estudos de simulag&o, otimizagéo e controle do bioprocesso;
e De acordo com as simulacdes realizadas, é possivel sim atingir, pelo aumento da
concentracdo do inoculo, os valores alvos de densidade oOtica, tempo de cultivo e
conversao de substrato pretendidos para a etapa de crescimento microbiano no IF;
e A suplementagdo do meio de cultura com substratos melhoradores mostrou-se viavel
tecnicamente para incrementar o crescimento microbiano no IF e assim atender as
especificacbes do processo quanto aos parametros de desempenho desejados.
Entretanto, a implementacdo pratica desta alternativa deve ser precedida por uma
andlise econdmica visando avaliar o custo/beneficio;
e A atenuacgao de possiveis efeitos de inibicao favorece o crescimento celular e permite
que os valores alvos sejam atingidos no IF. Contudo, a andlise de estratégias para
atenuar estes efeitos inibitérios requer a comprovacdo experimental das inibicbes
sofridas pelos microrganismos e o desenvolvimento de modelos matematicos mais
abrangentes que incluam a descricao das inibigcoes;
e A operacgao do IF em modo fed-batch da forma como foi simulada néo resultou em
incremento do crescimento microbiano, apresentando desempenho muito inferior ao do
modo batelada, com pouca formagédo de células e grande acumulo de substrato no
reator;
e A implementagdo isolada ou combinada das alternativas que se mostraram
tecnicamente viaveis para a resolucao do problema pode se reverter em economicidade
e aumento do volume de producédo do bioprocesso;
e As técnicas de modelagem e simulacdo empregadas neste trabalho mostraram-se
ferramentas adequadas para a analise e a otimizacdo do bioprocesso industrial de
producdo de farneseno, com baixissimo custo de investimento, rapidez, seguranca e

sem a necessidade de realizacdo de testes na propria planta industrial.
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