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RESUMO

O objetivo geral deste trabalho foi diagnosticar e analisar possiveis causas do
crescimento microbiano insuficiente atualmente observado na etapa de propagacao
do in6culo do bioprocesso industrial de producdo de farneseno da unidade da
companhia holandesa DSM, localizada em Brotas-SP. As causas levantadas foram:
(i) pressédo aplicada ao fermentador; (ii) tamanho do inéculo; (iii) meio de cultivo
nutricionalmente insuficiente; (iv) inibicdo pelo préprio substrato e/ou por inibidores
presentes no meio inicial ou acumulados durante o crescimento microbiano; (v) modo
de cultivo das células inadequado. Solucdes para a resolucdo do problema, baseadas
em modelos matematicos, foram propostas visando avaliar a eficacia de tais solu¢des
por meio de técnicas de modelagem e simulacdo de processos. Dentre as solucbes
apresentadas, aquela referente a pressao aplicada ao fermentador foi implementada
na unidade industrial, obtendo-se resultados satisfatorios quanto a densidade Otica
atingida nos cultivos, embora, com um tempo demasiadamente longo em relagéo ao
especificado. Para as demais solucdes propostas, foram delineadas as condicdes
para a realizacdo das simulacfes e em se concluindo que as solucfes sao viaveis
tecnicamente e economicamente, todas elas sdo consideradas factiveis do ponto de

vista pratico-operacional.

Palavras-chave: densidade otica, fermentadores de sementes, fermentacéo

industrial, melhoria de bioprocessos, oxigénio dissolvido, fermentacdo asséptica.



ABSTRACT

The general objective of this study was to diagnose and analyze possible causes of
the insufficient microbial growth currently observed in the inoculum propagation stage
of the farnesene industrial production bioprocess in the DSM company unit, located in
Brotas-SP. The causes raised were: (i) pressure applied to the fermenter; (ii) size of
the inoculum; (iii) nutritionally insufficient culture medium; (iv) inhibition by the
substrate itself and/or by inhibitors present in the initial medium or accumulated during
microbial growth; (v) inadequate cell culture. Solutions for solving the problem, based
on mathematical models, were proposed in order to evaluate the effectiveness of such
solutions through modeling and process simulation techniques. Among the solutions
presented, the one referring to the pressure applied to the fermenter was implemented
in the industrial unit, obtaining satisfactory results in terms of the optical density
reached in the cell cultivates, although with a time that is too long in relation to that
specified. For the other proposed solutions, the conditions for conducting the
simulations were outlined and in concluding that the solutions are technically and
economically viable, all of them are considered feasible from a practical-operational

viewpoint.

Keywords: optical density, seed fermenters, industrial fermentation, bioprocess

improvement, dissolved oxygen, aseptic fermentation.
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1. INTRODUCAO

O trans-B-farneseno (farneseno) € um hidrocarboneto de cadeia longa
ramificada a partir da qual é possivel, por meio de transforma¢des quimicas, obter
uma ampla variedade de produtos tais como farmacos, cosmeéticos, perfumes,
lubrificantes e biocombustiveis para 6nibus e avifes.

Benjamin et al. (2016) descrevem a sintese quimica do trans-[3-farneseno
como sendo dispendiosa e de baixo rendimento, o que faz da via fermentativa, apesar
da possibilidade de ocorréncia de problemas inerentes a um bioprocesso
(contaminacéao, inibicdo, repressao catabdlica, mutacdo genética, baixa velocidade de
reacao, falta de homogeneidade em reatores de grandes porte, baixas concentracdes
e baixas velocidades de reacdo, assepsia dentre outros), uma alternativa bastante
vantajosa para a sintese desse bioproduto uma vez que utiliza matéria-prima de fonte
renovavel (cana-de-agucar) em detrimento de fontes oriundas do petrdleo, tornando-
se também uma alternativa ambientalmente amigavel.

O bioprocesso de produgéo de farneseno no Brasil envolve a utilizagédo de
leveduras Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificadas obtidas por técnicas
de biologia sintética desenvolvidas pela empresa Amyris, a qual transfere tais
microrganismos modificados para adaptacao as condicGes de processo praticadas no
Brasil, procedimento este denominado de tropicalizacdo do processo. Deste modo,
sdo gerados ao longo do ano varios clones visando aumentar a produtividade e a
eficiéncia do bioprocesso.

A producéo de trans-3-farneseno inicia-se tendo como matéria-prima o xarope
de cana-de-acucar, o qual é esterilizado visando evitar contaminacdo durante a
operacdo. O bioprocesso é realizado num sistema de seed-trains, consistindo de um
biorreator de indéculo inicial para propagacdo do microrganismo, um biorreator
intermediario para acumulagéo de biomassa e ativagéo da rota de producao do trans-
3-farneseno e um biorreator principal no qual o xarope de acgucar € convertido em
isoprendides, incluindo o farneseno. Em seguida séo realizados os processos de
separacao, recuperacao e purificacdo do farneseno, compreendendo o downstream
processing. A ampliacdo de escala ou scale up consiste em se transpor para uma
operacédo industrial de grande porte resultados obtidos em equipamentos de
laboratorio ou em escala piloto. Trata-se, portanto, da tarefa de ampliar a escala de

trabalho, sendo este um dos problemas mais complexos da Engenharia de
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Bioprocessos, pois se a viabilidade técnico-econémica for atingida nas escalas
reduzidas, as condicbes que levaram a esta viabilidade devem também ser
reproduzidas na escala industrial para que a instalagéo possa operar com sucesso, 0
que requer a adocgao de critérios adequados para a ampliacdo de escala. Dado um
certo bioprocesso, especificamente aerobio, como € o caso do bioprocesso de
producao de farneseno, ndo existe um unico critério rigido e seguro para se realizar a
ampliacdo de escala, havendo, na verdade, varios critérios e, uma vez fixado um
deles, todos os demais seréo diferentes nas escalas crescentes. A eleicdo de um
critério depende da experiéncia no bioprocesso especifico, ou seja, no conhecimento
do comportamento do microrganismo em diferentes condicbes. Assim, se 0
microrganismo for extremamente demandante de oxigénio dissolvido, um critério
natural a ser adotado é o kLa (coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio),
mantendo-se o mesmo valor deste parametro nas diferentes escalas a fim de fornecer
o adequado suprimento de oxigénio ao microrganismo. Se ele for sensivel ao
cisalhamento no biorreator, muito cuidado se deve ter quanto a velocidade periférica
das turbinas (NDj), sendo N a frequéncia de agitacao e Di, o diametro do impelidor.
No caso do microrganismo ser sensivel a varios fatores, a situacao torna-se mais
complexa ainda, exigindo a ado¢&o de mais de um critério para a ampliacao de escala,
caso em que podem ocorrer resultados inesperados com maior frequéncia em
reatores de maior porte.

Um bioprocesso em escala industrial pode apresentar muitas vezes
resultados diferentes daqueles obtidos em testes em uma escala menor de P & D
(Pesquisa e Desenvolvimento) escala de bancada e piloto, podendo tais resultados
impactar negativamente todo o processo produtivo, aumentando o custo total do
bioproduto. Isso se deve ao fato de ndo se poder garantir que, a0 aumentar a escala,
0 microrganismo realizara suas atividades nas mesmas condi¢Bes da escala menor,
podendo-se obter resultados surpreendentes, geralmente negativos, isto €, menor
producdo ou menor velocidade de obtencgao de produto.

Assim, sdo de extrema importancia os estudos de modelagem e simulagéo
como ferramentas auxiliares na padronizacédo das fases dos processos industriais a
fim de garantir e reproduzir os protocolos operacionais do processo, principalmente
nas fases iniciais de producao, as quais podem cascatear problemas para as demais

etapas do bioprocesso.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho, foram diagnosticadas e analisadas possiveis causas do
crescimento microbiano insuficiente atualmente observado na etapa de propagacao
do in6culo do bioprocesso industrial de producdo de farneseno da companhia
holandesa DSM. Solucbes para o problema baseadas em conceitos de modelagem
matematica de bioprocessos foram propostas e suas eficacias preliminarmente
investigadas por meio de simulagdes empregando modelos matematicos apropriados
e representativos do crescimento microbiano no reator de propagacéao, devendo estes
ser previamente desenvolvidos e validados a partir de dados experimentais do
processo.

Cinco causas foram apontadas e suas respectivas solucdes foram propostas,
dentre as quais, uma ja foi testada na planta, resolvendo parcialmente o problema no
que diz respeito a obtencdo da D.O. desejada, sem, entretanto, atender ao requisito
de tempo. Simulacdes referentes as demais solu¢des propostas devem ser realizadas
visando avaliar suas eficacias na resolucdo do problema e se eficazes, devem ser
complementadas por analises de custo/beneficio visando concluir sobre a viabilidade
econOmica das mesmas.

Conceitos de modelagem matematica de bioprocessos mostraram-se muito
Uteis para o estabelecimento de critérios racionais visando a deteccao, diagndstico e
proposta de solucdes para falhas na etapa de propagacao do indculo do bioprocesso

industrial de producao de farneseno.
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