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RESUMO

A preocupacgao com a poluicdo ambiental causada pelo uso continuo de combustiveis
fosseis, especialmente o petroleo, estimula a busca por alternativas para minimizar
esta problematica. O etanol ganha destaque neste cenario por ser um combustivel
renovavel e por ter no Brasil uma abundante fonte de matéria-prima. O etanol pode
ser obtido por meio da fermentacdo de acgucares na presenga da levedura
Saccharomyces cerevisiae. A modelagem matematica deste processo possibilita uma
melhor compreensdo dos fendbmenos fisico-quimicos  envolvidos e,
consequentemente, auxiliar nas etapas de projeto, controle e otimizagdo. Apesar
disso, a grande maioria dos trabalhos disponiveis na literatura possuem um carater
puramente experimental. Neste trabalho foi dado énfase ao uso do Environment for
Modelling, Simulation and Optimization (EMSQO), um programa livre e de cddigo
aberto, que pode ser utilizado para modelagem e simulagdo de processos
biotecnoldgicos. Utilizou-se dados experimentais da literatura referentes a produgao
de alcool com Saccharomyces cerevisiae, em biorreator batelada durante 28 horas
de fermentagao. As cinéticas foram investigadas por meio dos modelos de Monod,
Moser, Contois e Andrews. Os parametros destes modelos foram estimados usando
programacgao nao-linear (NLP) com nivel de confianga estatistico de 95%. Os critérios
utilizados para a discriminagdo dos modelos foram o desvio médio absoluto (MAD), o

erro percentual absoluto médio (MAPE) e o quadrado do coeficiente de correlagéo

entre valores preditos e observados (Rycye)z. Dentre os modelos investigados, o de

Contois apresentou os melhores resultados, tanto para o crescimento celular quanto

para o consumo de substrato. Para crescimento celular os valores de MAD, MAPE e
(Rycye)2 foram de 0,2451 g/L, 9,82% e 0,9737, respectivamente. Para o consumo de

substrato os valores de MAD, MAPE e (R,_,,)” foram de 4,1683 g/L, 17,67% e 0,9886,

respectivamente.

Palavras-chave: Modelagem matematica. Estimag¢ao de parametros. Discriminagao

de modelos. Etanol. Biocombustivel. Saccharomyces cerevisiae. Biorreator.



ABSTRACT

Concern about environmental pollution caused by the continuous use of fossil fuels,
especially oil, encourages the search for alternatives to minimize this problem. Ethanol
stands out in this scenario because it is a renewable fuel and Brazil has an abundant
source of raw materials. Ethanol can be obtained through the fermentation of sugars
in the presence of the yeast Saccharomyces cerevisiae. The mathematical modeling
of this process enables a better understanding of the physical-chemical phenomena
involved and, consequently, assists in the design, control and optimization stages.
Despite this, the vast majority of works available in the literature are purely
experimental in nature. In this work, emphasis was placed on the use of the
Environment for Modelling, Simulation and Optimization (EMSO), a free and open-
source program, for modeling and simulating biotechnological processes.
Experimental data from the literature regarding alcohol production with
Saccharomyces cerevisiae was used in a batch bioreactor during 28 hours of
fermentation. The kinetics were investigated using the Monod, Moser, Contois and
Andrews models. The parameters of these models were estimated using non-linear
programming (NLP) with a statistical confidence level of 95%. The criteria used to
discriminate the models were the mean absolute deviation (MAD), the mean absolute

percentage error (MAPE) and the square of the correlation coefficient between

predicted and observed values (Rycye)z. Among the models investigated, the Contois

model showed the best results, both for cell growth and substrate consumption. For

cell growth, the MAD, MAPE and (Rycye)2 values were 0.2451 g/L, 9.82% and 0.9737,

respectively. For substrate consumption, the MAD, MAPE and (Rycye)2 values were

4.1683 g/L, 17.67% and 0.9886, respectively.

Keywords: Mathematical modeling. Parameter estimation. Discrimination of models.
Ethanol. Biofuel. Saccharomyces cerevisiae. Bioreactor.
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1 INTRODUCAO

O aumento da populagdo mundial, a produ¢do em massa de meios de transporte e 0
elevado consumo de energia, foram alguns dos fatores que impulsionaram de forma
significativa a exploragao do petroleo e de outras fontes de energia ndo renovaveis.
A maior parte da energia consumida no mundo vem do petréleo, do carvao e do gas
natural, que sao fontes esgotaveis e poluentes (PINOTTI et al., 2016). O incentivo e
a implantacdo de energias renovaveis tém ganhado cada vez mais forga, visando
minimizar os impactos causados pelo estilo de vida atual. A despeito disso, tem-se
estimulado pesquisas que visam desenvolver novos insumos de natureza renovavel,
especialmente no que diz respeito a produgao de biocombustiveis (SUAREZ et al.,
2007).

O etanol, popularmente conhecido como alcool etilico, é considerado um
biocombustivel renovavel com capacidade para substituir a gasolina. A maior parte da
producdo mundial de etanol de primeira geragao (1G) é proveniente de sacarose
(melago ou caldo de cana) ou compostos amilaceos (fontes de amido; um tipo de
carboidrato). A sua producédo tem aumentado significativamente ao longo dos anos
em todo o mundo, sendo os Estados Unidos e o Brasil os dois principais produtores
deste combustivel (CASTANHEIRA, 2013).

A utilizagdo do etanol em substituicdo a gasolina se mostra vantajosa visto que os
biocombustiveis ajudam a reduzir a emissao de didxido de carbono (CO2), ao evitar o
uso de combustiveis fosseis e ao reciclar o CO2 que € liberado durante a sua queima
(CAMARGOS, 2019). O interesse em tal substituigdo se deve, principalmente, ao
preco do petréleo, além de diminuir a utilizacdo e dependéncia por combustiveis
fosseis, servindo também como uma politica de aumento de utilizagdo de energia
proveniente de recursos renovaveis (CASTANHEIRA, 2013).

Nesse contexto, novas tecnologias vém sendo estudadas a fim de se produzir alcool
a partir de biomassa nao alimenticia (materiais lignocelulésicos), o chamado etanol
de segunda geracéo (2G). E o caso, por exemplo, da utilizacdo do bagaco da cana-
de-agucar, que €& considerado um dos principais subprodutos da industria
sucroalcooleira (ZAVARISE, 2018). Os materiais lignoceluldsicos sdo constituidos

principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, sendo normalmente a celulose o



componente predominante e que pode ser hidrolisada em agucares monoméricos

fermentesciveis por meio da acédo enzimatica das celulases (CATELAN et al., 2021).

Tanto na producdo do alcool 1G, quanto do alcool 2G, a conversdo dos agucares
ocorre pela metabolizagao feita por microrganismos a partir de uma série de reagdes
bioquimicas que resultam no etanol (ARRUDA, 2019). Dentre estes, Teixeira (2015)
aponta que a Saccharomyces cerevisiae € o principal microrganismo empregado em
producdes industriais de fermentagao alcéolica. Dentre algumas das caracteristicas
que tornam esta levedura como a mais indicada para este processo, cita-se a sua
capacidade de transformar rapidamente agucares em etanol, alta tolerancia ao
produto formado, tolerancia a grandes variagdes de temperatura e atividade celular
em ambientes acidos (SILVA, 2016).

A S. cerevisiae €, sem duvidas, o mais importante microrganismo explorado pela
humanidade (CASTANHEIRA, 2013). Sua contribuicdo na industria € ampla, e seu
uso se estende desde aplicagdes mais simples, como na fabricagdo de paes, a
processos mais complexos, como é o caso da produgao de etanol. Diante deste
cenario, o estudo deste microrganismo se mostra interessante, uma vez que seu
entendimento pode contribuir para alcancar melhorias na produg¢ao e no rendimento

do etanol.

Nesse sentido, a utilizagado de modelagem matematica para a simulagcéo de processos
se apresenta como uma opgao capaz de contribuir para o estudo de diversos
problemas, possibilitando a realizagao de analises, bem como otimizacao e validagao
de processos. Este recurso vem se destacando por ser “um dos instrumentos
cientificos mais poderosos na busca de avangos em ciéncia e inovagao,
representando a possibilidade de entender e solucionar problemas da realidade”
(HENRICHSEN, 2019).

Atualmente, o desenvolvimento de simuladores de processos € realizado por
empresas privadas e o custo para a aquisicdo e uso desses programas tém se
mostrado altos e, muitas vezes, inacessiveis para empresas de pequeno e médio
porte, além de instituicdes publicas de ensino. O programa EMSO (Environment for
Modelling, Simulation and Optimization) tem se mostrado uma alternativa interessante
entre os simuladores de acesso livre (OSPINO-PINEDO; SANCHEZ; MATALLANA-



PEREZ, 2018). O EMSO possui uma linguagem simples, com acesso a recursos

graficos e respostas estatisticas (SOARES, 2007).

Nos processos biotecnologicos para que seja possivel a utilizacdo de um
microrganismo para uma finalidade especifica é necessario o estudo da sua cinética
de crescimento, bem como das condicbes de operagao e meios de cultura mais
adequados ao processo (SCHMIDELL et al., 2001). Este tipo de estudo é
perfeitamente possivel com a plataforma EMSO, uma vez que ela permite ao usuario

realizar tarefas de modelagem, simulagao e discriminagao de modelos.

Dessa forma, o objetivo principal deste trabalho é simular no programa EMSO o
consumo de substrato e o crescimento celular de Saccharomyces cerevisiae em
biorreator descontinuo, utilizando diferentes modelos cinéticos. Como objetivos
especificos destaca-se: i) compreender os principais conceitos envolvidos na area de
modelagem, estimacdo de parametros e simulagdo de processo; ii) entender os
diferentes modelos cinéticos frequentemente utilizados em  processos
fermentesciveis; iii) assimilar as bases estatisticas usadas na etapa de discriminacao

de modelos.



2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia e Producio do Alcool

O impacto ambiental causado pelo uso excessivo de produtos derivados do petréleo,
em especial os combustiveis, tem estimulado uma busca crescente por energias
renovaveis (SONEGO et al., 2014). Nesse sentido, alternativas como a utilizacdo de
etanol passaram a ser consideradas e no Brasil, um programa pioneiro para produgao
de alcool combustivel foi instalado em 1927, mas so6 a partir da década de 70 que a
industria do etanol foi algada ao primeiro plano com a criagdo do Programa Nacional
do Alcool (ProAlcool), em 1975 (CASTANHEIRA, 2013).

O uso do etanol como combustivel carburante se mostrou muito vantajoso para
paises com grande extensao territorial para plantagdo de cana-de-agucar e poucas
reservas petroliferas (SILVA, 2016). Dentre algumas de suas aplicagdes, cita-se o seu
aproveitamento na forma hidratada (com cerca de 5% de agua) para produgao de
bebidas, alimentos, produtos de limpeza, remédios, além de ser matéria prima de

solventes, aerossois, tintas, dentre outros (SILVA, 2016).

Atualmente, o Brasil € o segundo maior produtor mundial de etanol, dispondo de
importantes vantagens na tecnologia de produg¢ao, como grandes areas cultivaveis e
condigdes climaticas favoraveis (CAMARGOS, 2019). Além disso, o fato de o Brasil
ser o maior produtor mundial de cana-de-agucar, a qual é a matéria-prima mais
eficiente conhecida para a produgao de etanol, contribui para que sua producéao a
partir do caldo de cana seja um processo bem estabelecido no pais (CAMARGOS,
2019).

Em um panorama mundial, a produgao de etanol alcangcou um total de 28.160 milhdes
de galdes no ano de 2022, e o Brasil foi responsavel por 27% desse valor, ficando
atras somente dos Estados Unidos com 55% (RFA, 2023). A Figura 1 abaixo
apresenta a produgado mundial de etanol combustivel dos principais produtores no
periodo de 2018 a 2022.



Figura 1 — Produgédo mundial de etanol combustivel entre 2018 e 2022.
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Fonte: Adaptado de RFA, (2023).

Observa-se pela Figura 1 que houve uma pequena redugéo da produgao a partir do
ano de 2020, o que pode ser justificado pela Pandemia da Covid 19, que
desestabilizou diversos setores da industria. Entretanto, estima-se que a produgao
voltara a crescer nos proximos anos, alcangando niveis pré-pandémicos (RFA, 2023).

O Brasil apresenta uma matriz energética bastante interessante quando se trata de
energia renovavel. Considerando a soma das diferentes fontes (lenha e carvao
vegetal; hidraulica; derivados de cana; edlica e solar; e outras renovaveis), dispdem-
se de cerca de 47,4%, ou seja, representam o equivalente a quase metade da matriz
energética nacional (BEN, 2023). A Figura 2 traz o panorama da matriz energética
brasileira para o ano de 2022.



Figura 2 — Matriz Energética Brasileira 2022.
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Como é possivel verificar na Figura 2, grande contribui¢do para a matriz enérgica vem
dos derivados da cana-de-agucar, principal matéria prima para produgao de etanol,
representando 15,4% do total. De acordo com Andrade (2012), o Brasil se encontra
em uma posicdo de destaque na producdo deste combustivel por processos

fermentativos no mundo, e seu estudo gera grande interesse industrial e econémico.

Tal processo se da a partir da fermentagdo alcoolica, um dos processos
biotecnolégicos mais utilizados atualmente, em que se emprega seres vivos,
geralmente leveduras, responsaveis pela transformagao de agucares em alcool etilico
e didxido de carbono (GOES-FAVONI, 2018). Este é um processo anaerdbico
realizado a nivel citoplasmatico, com a finalidade de produzir energia, na forma de
ATP (adenosina trifosfato), para uso nas atividades celulares e no crescimento
(MELO, 2023).



Basicamente, o processo de produg¢ao no Brasil utiliza a sacarose proveniente da
cana-de-agucar, na forma de caldo de cana e melago, como substrato para a
fermentacao (BATISTOTE et al., 2010). Uma vez retirada as impurezas presentes no
melacgo (areia, bagaco, entre outros), o caldo segue para a etapa de fermentagao em
dornas (tanques) onde se adiciona um fermento com leveduras, sendo mais comum

a Saccharomyces cerevisiae (SILVA, 2016).

Nesse processo, as leveduras metabolizam as moléculas de glicose, produzindo
etanol e gas carbonico. Dessa forma, € necessario que as dornas sejam fechadas
para recuperar o alcool arrastado pelo gas carbdnico e utiliza-se trocadores de calor
para manter a temperatura nas condi¢des ideais para as leveduras (SILVA, 2016).
Varios subprodutos também sao produzidos durante a fermentacéo, sendo o glicerol,
o principal deles (CASTANHEIRA, 2013).

2.2. Saccharomyces cerevisiae

As leveduras do género Saccharomyces séo as mais conhecidas e comercializadas
mundialmente, sendo nomeada pela primeira vez por Meyen em 1870 (MELO, 2023).
Sao microrganismos unicelulares, biologicamente classificados como fungos (SILVA,
2016). Sua reprodugédo pode ocorrer assexuadamente (mitose) ou sexuadamente
(meiose). Quando no meio de cultura ha disponibilidade de nutrientes, como nas
fermentacdes industriais, a reprodugéo é assexuada, ocorrendo a multiplicagao das
leveduras por brotamento ou gemulagédo, originado células-filhas idénticas a célula
mae (MORAIS, 2013).

Este é um vasto género que se divide em oito espécies, sendo elas: S. cerevisiae, S.
paradoxus, S. mikatae, S. jurei, S. kudriavzevii, S. arboricola, S. eubayanus e S.
uvarum (ALSAMMAR e DELNERI, 2020). Dentre estas, destaca-se a Saccharomyces
cerevisiae, principal espécie aplicada na produg¢do de etanol (SILVA et al., 2016;
SILVA, 2018).



A S. cerevisiae € um microrganismo facultativo, ou seja, capaz de crescer com ou
sem a presenga de oxigénio. Quando ocorre o crescimento em condi¢cdes aerobias,
a levedura exige a biotina no meio de cultivo; ja em condicbes de absoluta
anaerobiose, outros componentes como acidos graxos insaturados e ergosterol sdo
necessarios (ROEPCKE, 2007).

Seu nome deriva do latim Saccharomyces “fungo agucareiro”, ceres “grao” e vise
“forca”. E facilmente encontrado em frutas e apresenta consumo acelerado de
monossacarideos. Suas células sao elipticas, medindo cerca de 6 a 8um de
comprimento e S5um de largura e devido as suas caracteristicas se tornou uma
levedura de grande importéncia econémica ha muitos anos (MELO, 2023). Na
industria, desempenha um papel importante, sendo largamente utilizada na
fabricacdo de paes e também na produgdo de cervejas, vinhos e outras bebidas
alcédolicas (ROEPCKE, 2007; MARTIN et al., 2006).

Normalmente, durante uma fermentagao alcoolica, esta levedura € empregada em
condigdes brandas de temperatura e pH. De acordo com Silva (2016), o pH tem
capacidade para restringir o crescimento microbiano, e dessa forma, o mosto nas
usinas fica na faixa de 4,5 a 5,5 e o pH 6timo para fermentagbes com S. cerevisiae
se encontra, em geral, entre 4 e 5. Os autores apontam ainda que a produgao de
etanol nas industrias é conduzida em temperaturas na faixa de 25°C a 35°C. A Tabela
1 apresenta alguns valores usuais de temperatura, pH e agitagédo para trabalhos com

a levedura Saccharomyces cerevisiae.

Tabela 1 — Faixa usual de trabalho com a levedura Saccharomyces cerevisiae.

Fonte Temperatura pH Agitacao
Tirpan et al., (2019) 30 °C 5-55 Baixas agitagbes
Sonego et al., (2014) 34 °C 4,6 250 rpm
Silva et al., (2016) 32°C 3,0 175 rpm
Castanheira (2013) 30 °C 4,5 200 rpm
Batistote et al., (2010) 30 °C 5,0 200 rpm

Fonte: Prépria Autora, (2023).



2.3. Fermentacédo Alcodlica com Saccharomyces cerevisiae

Para uma aplicagdo industrial espera-se que o0s microrganismos utilizados
apresentem elevada eficiéncia na conversao do substrato em produto. De fato, uma
célula deve permitir elevada conversao do substrato em produto, pois, com muita
frequéncia, as matérias-primas incidem pesadamente no custo do produto, podendo-
se mencionar uma incidéncia de 38 a 73% do custo total de produ¢do como sendo
devido as matérias-primas (SCHMIDELL et al., 2001).

Também nas aplicagdes industriais € sempre desejavel que o microrganismo permita
um elevado acumulo do produto no meio, sem sofrer inibicdo mais acentuada em
virtude deste acumulo, pois isto concorre para uma redugcdo nos custos de
recuperagao, os quais também podem ser muito acentuados (SCHMIDELL et al.,
2001).

Por exemplo, para o caso da fermentagao alcodlica, glicose em anaerobiose sendo
convertida em etanol e gas carbdnico, aqui representada simplificadamente pela
equacgao (1), o fungo Saccharomyces cerevisiae permite obter um rendimento da
ordem de 90% do valor estequiométrico, 0 que torna este microrganismo o mais

importante para realizar esta converséo.

CoHy,04 = 2C,HsOH + 2C0, (1)

Obviamente, ndo se consegue manter um processo de fermentagdo alcodlica
obtendo-se 100% de rendimento, pois as células tém de proliferar, o que significa a
sintese de muitos outros compostos intermediarios. De acordo com Castanheira
(2013), existem ainda diversos subprodutos da fermentagao em leveduras como por
exemplo, diéxido de carbono, glicerol e outros produtos secundarios além de

biomassa celular, que contribuem para a diminuicdo do rendimento total de etanol.

A producéo de etanol por via fermentativa € o processo mais utilizado e aplicado pela
industria (SONEGO et al., 2014). Segundo os autores, este processo consiste em
uma seérie de reacdes quimicas catalisadas por microrganismo, em que geralmente a
levedura Saccharomyces cerevisiae é empregada, principalmente, devido a sua

maior produtividade, adaptagcdo ao meio e robustez.
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No Brasil, a fermentacéo alcoolica € caracterizada por alta densidade celular (10-14%
g/v), com reciclo de células, temperatura na faixa de 30 a 34 °C, ciclos de fermentacéo
entre 8 e 12 horas com vinhos fermentados finais contendo entre 7 e 12% v/v de
etanol, operando em modo batelada, batelada alimentada ou continua (CAMARGOS,
2019). De acordo com Andrade (2012), os processos industriais de fermentagédo no
Brasil operam tradicionalmente em modo batelada alimentada. Ao final da
fermentacdo dos acucares, o mosto fermentado € enviado para centrifugacao e
recuperacado das leveduras do processo, para entdo serem reutilizadas nas

fermentagdes seguintes (LOPES et al., 2016).

O etanol produzido a partir do caldo da cana-de-agucar € um processo bem
estabelecido no Brasil, além de ser lucrativo e muito vantajoso, havendo uma imensa
area para o cultivo da matéria-prima sem comprometer a produgdo alimentar
(CAMARGOS, 2019). Entretanto, durante o seu processo de produgcédo, uma elevada
quantidade de residuos é gerada tornando-se um grande problema ambiental (SILVA,
2018).

Neste contexto, os residuos agroindustriais podem ser submetidos a tratamentos
especificos e reaproveitados para fabricagcdo do etanol de segunda geracgdo. A
producao do etanol 2G usa como matéria prima a biomassa lignocelulésica em que
se utiliza processos de origem quimica (acido e base), biolégica (enzimas) ou fisica
como pré-tratamentos para liberacdo dos carboidratos que serao hidrolisados para a
fermentagao (BERTUCI, 2021).

O procedimento necessario para obtencao do etanol a partir desta biomassa consiste
basicamente em quatro etapas: pré-tratamento, hidrélise, fermentagao e destilagao
do produto (CASTANHEIRA, 2013). O pré-tratamento e a hidrélise sdo fundamentais
para desestruturar a matéria-prima lignocelulésica, que € composta por uma mistura
complexa de celulose, hemicelulose e lignina que fazem parte da estrutura dos
vegetais, para que assim as fibras celuldsicas se tornem mais acessiveis e possam
ser transformadas em acgucares fermentesciveis, que serao utilizados pelas leveduras

na fermentacgéo e, consequentemente, na produgao de etanol (SILVA, 2018).
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Entretanto, a hidrélise dos residuos lignoceluldsicos libera também compostos que
podem afetar a fermentacdo (BERTUCI, 2021; SILVA, 2018). Nesses casos, a S.
cereviciae também se mostra util, visto a sua nao exigéncia de oxigenagao e a relativa
tolerancia ao etanol e a inibidores da fermentacédo (SANTOS, GUSMAO E GOUVEIA,
2010). Além inibidores da fermentacéo, destaca-se que o etanol produzido € um dos
principais componentes téxicos para a fermentagao alcoodlica, agindo como inibidor
de sua prépria biossintese (SONEGO et al., 2014).

Uma alternativa para contornar este efeito da inibicdo € a adogdo de técnicas de
extragao do etanol do meio fermentativo a medida que ele é produzido. Para realizar
a extracdo combinada com a fermentagcdo, pode-se aplicar a operagao de
esgotamento (stripping), técnica corresponde a um processo em que compostos
volateis presentes em uma solugao sao transferidos para uma fase gasosa, por meio
do contato direto da solugdo com uma corrente gasosa insoluvel (SONEGO et al.,
2014).

Andrade (2012), em seu trabalho, buscou modelar o processo de produgao de etanol
a partir da fermentagao de hidrolisado enzimatico de bagago concentrado com melago
de cana-de-agucar por S. cerevisiae. Foram realizadas 23 fermentacdes em batelada
com e sem reciclo de células em varias temperaturas: 30, 32, 34, 36 e 38 °C. Para a
temperatura de 30 °C foram realizadas quatro fermentagdes com as seguintes
concentragdes iniciais de substrato: 149,464 g/L; 118,1631 g/L; 116,591 g/L e
131,029 g/L, para as quais o autor obteve os seguintes resultados para o crescimento
de microrganismo: 6,01 g/L apés 35,31 h de fermentagao; 10,31 g/L apds 41 h; 13,20
g/L apo6s 37,25 h e 12,71 g/L apds 28,83 h, respectivamente.

Silva (2016), realizou ensaios fermentativos com S. cereviciae utilizando mel de usina
como substrato, a fim de analisar questdes como producao de etanol e variacdo da
concentracdo celular. Foram realizadas 10 fermentagdes sob diferentes condi¢des de
operacao, para as quais foram obtidos os seguintes resultados para o crescimento de
microrganismo: 8,42g/L apés 8,20h de fermentacéao; 16,8 g/L apds 9,70 h; 28,4 g/L
apos 9,20 h; 17,4 g/L apés 8,65 h; 18,1 g/L apds 9,25 h; 18,5 g/L apds 12,45 h; 12,6
g/L apds 9 h; 16,9 g/L apd6s 10,05 h; 24,1 g/L ap6s 12,65 h; 14,5 g/L apés 14,40 h.
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2.4. Modelos Cinéticos de Processos Fermentesciveis

Nos bioprocessos geralmente ocorre a liberagao de energia, seja na presenga ou na
auséncia de oxigénio, a partir de um conjunto de reagbes enzimaticas, por meio das
quais a molécula orgénica é degradada em compostos mais simples pela agdo de
microrganismos (BUSTAMANTE, 2013). A cinética de processos fermentesciveis vem
sendo estudada ha alguns anos (SCHMIDELL et al., 2001).

Existem diversos modelos disponiveis na literatura que podem ser utilizados para
prever o comportamento de interesse de varios sistemas biologicos. Por exemplo, em
1942, o microbiologista francés Jacques Monod propds a equagao (2) que ficou
conhecida como modelo de Monod (ZANARDI; CARVALHO; COSTA JUNIOR, 2016).

(2)

em que u, € a velocidade especifica de crescimento do microrganismo (h™'); u,,, € a
velocidade maxima de crescimento celular (h); C, é a concentragéo de substrato no

meio (g-L); K, é a constante de saturagio de Monod (g-L™").

Conforme pode ser observado na equacéao (2), o modelo de Monod é uma tentativa
de relacionar a velocidade especifica de crescimento microbiano com o consumo de
substrato no meio (SILVA, 2018). O parametro K, pode ser interpretado fazendo-se
C; = K; na equacgao (2), o que resulta em u, = u,,/2. Ou seja, K, representa a
concentracao do substrato na qual a velocidade especifica de crescimento é a metade
do seu valor maximo (SCHMIDELL et al., 2001).

O modelo de Monod, devido a sua simplicidade e por possuir parametros com
significados fisicos, normalmente € o ponto de partida para muitos trabalhos. Por
exemplo, Birol et al., (1998) utilizaram o modelo de Monod para investigar as
caracteristicas de fermentagcdo de Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 em um
reator batelada e agitado, com concentragdes iniciais de glicose de 20, 40, 80 e 100
g-L". O modelo foi considerado satisfatorio e os resultados mostraram um valor de
Wy, igual a 0,758 h' e K igual a 362,65 g-L".



13

Gretschmann (2009) aplicou o0 modelo de Monod para simular a produgéo de etanol
com a levedura Saccharomyces cerevisiae com presencga de caldo de cana-de-agucar
como fonte de substrato, na concentragdo inicial de 100 g-L'. Os resultados

mostraram valores de u,, igual a 0,0955 h' e K igual a 325,82 g-L-".

Nascimento et al., (2018) usaram o modelo de Monod como forma de representar a
fermentacao do caldo de jabuticaba na presenga de Saccharomyces cerevisiae. Foi
realizado o monitoramento da concentragao celular (biomassa), agucares redutores
totais (substrato) e etanol (produto) ao longo do tempo. Os resultados mostraram

valores de p,, igual a 0,04176 h-' e K, igual a 80 g-L™".

Apesar de muito utilizado, o modelo de Monod ndo é viavel quando existem
componentes metabdlicos toxicos que inibem o crescimento celular. Isso porque ele
nao leva em consideragao o efeito inibidor causado, tanto pelo substrato como pelo
produto formado (ZANARDI; CARVALHO; COSTA JUNIOR, 2016). A auséncia de
inibicdo € uma situagdo pouco comum na pratica, principalmente durante um cultivo
batelada, onde ha um crescente acumulo de metabdlitos que acabam interferindo de

modo desfavoravel o crescimento microbiano.

Pode-se atenuar esses efeitos inibitdrios fazendo-se operagcées em semi batelada, ou
seja, adicionando os nutrientes ao reator durante o cultivo. Uma alternativa € utilizar
uma concentracao inicial de substrato relativamente baixo, o que resultaria em baixas
concentracdes de produtos inibidores. Essa alternativa é pouco interessante do ponto
de vista industrial, visto que baixas concentracdes de produtos acarretam custos

elevados na fase de separacgéao e purificagao.

O efeito do substrato se manifesta quando um valor alto da concentragao inicial de C;
pode, ao invés de aproximar u, de u,,, provocar um efeito contrario, causando uma
inibigdo no crescimento celular. Em geral, o0 modelo de Monod sé se aplica para

valores relativamente baixos de C,, menores ou iguais a K; (BRANDAO, 2002).

A equacao (3) representa o modelo de Monod modificado e foi proposta para explicar
a reducdo na velocidade especifica de crescimento do microrganismo provocada
pelos altos valores iniciais da concentragdo de substrato, em que K; (g-L") é a
constante de inibicado pelo substrato (SCHMIDELL et al., 2001).
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Cs Ki
K, +Cs K;+ Cs

Uy = Um 3)

Pela equacao (3) nota-se que se K; >» (s, entdo essa equacdo se reduz a equagao
original de Monod e, consequentemente, o efeito inibidor do substrato sobre o

crescimento ndo é mais levado em consideracgao.

Halder et al., (2016) analisaram a producédo de bioetanol de Madhuca indica com
Saccharomyces cerevisiae. Os experimentos foram investigados para trés diferentes
concentracodes iniciais de substrato e os resultados mostraram que o efeito inibidor do

substrato inviabilizou o uso do modelo de Monod.

Em 1936, portanto, antes mesmo do modelo de Monod, Teissier propés uma relagcéo
semilogaritmica, equagao (4), entre velocidade de crescimento e concentragcéo de
substrato como forma de explicar os efeitos dos horménios no crescimento de certas
culturas (VARGAS, 2017).

Hx = Hm " [1 —exp (— %)] 4)

N

Ali et al., (2021) usaram o modelo de Teissier para analisar a eficacia da Chlorophyta
picocystis sp. na remogao do contaminante bisfenol do esgoto doméstico. O modelo
apresentou um bom ajuste aos dados experimentais com um coeficiente de

determinacao igual a 0,92.

Varios outros modelos foram desenvolvidos a partir de modificagdes feitas no modelo
de Monod. E o caso, por exemplo, do modelo de Moser, que sugere o uso de um
parametro adimensional n (POLL, 2018). A equacgao (5) mostra o modelo de Moser
que é equivalente ao modelo de Monod para o caso de n = 1. Esse parametro nao
possuindo nenhum significado fisico-quimico, sendo apenas um parametro associado

ao ajuste do modelo.

cs"

KT ®

Uy = Um
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Esfahanian et al., (2016) empregaram o modelo de Moser para investigar a
fermentacdo do etanol na presengca de Saccharomyces cerevisiae num biorreator
convencional continuo e num biorreator de membrana continua. A fonte de substrato
foi glicose com concentragado inicial de 100 g-L-'. Os resultados mostraram que a
inibigdo pelo substrato foi menor no reator de membrana continua. Os valores dos

parametros u,,, n e K, estimados foram 0,27 h'', 1,2 e 24,69 g-L™', respectivamente.

O modelo de Contois e Fujimoto também €& uma modificagdo do modelo de Monod
para considerar ndo apenas a concentracdo de substrato, mas também o efeito da
concentracdo de microrganismo (SCHMIDELL et al., 2001). Este modelo é dado na

forma da equacéo (6), em que K, € um parametro adimensional (POLL, 2018).

Cs

. s 6
K.-Cy+ Cs ©)

Uy = Um

Outro modelo que pode ser mencionado € o modelo de Powell. A grande contribuigéo
desse modelo é que ele une a transferéncia de massa do substrato por meio da célula
a equagao Monod, incorporando a difusividade do substrato e sua permeabilidade na
membrana (VARGAS, 2017). O modelo pode ser representado pela equagéao (7), em

que K, é a constante de difusdo (g-L") e K, é a constante de saturagéo (g-L").

Cs
Hm (K + Kp) + C

Hx = (7)

Modificagdes fisico-quimicas e metabdlicas podem explicar a inibicdo do crescimento
microbiano e o modelo de Jerusalimsky e Neronova busca representar a inibigdo de
crescimento pelo substrato e pelo produto (SCHMIDELL et al., 2001). Esse modelo é
representado pela equagéo (8), em que C, é a concentragéo de produto (g-L") e Kp

é a constante de inibigdo pelo produto (g-L™").

Cs KP
Ks+Cs Kp+C,

Hx = Um~ (8)
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Mendoza-Turizo et al., (2016) aplicaram o modelo de Jerusalimsky e Neronova na
producdo de bioetanol com a levedura Saccharomyces cerevisiae sob efeito de
campo magnético. Os resultados foram considerados satisfatérios e apresentaram

valores de u,,, K € Kp de 0,021 h™', 30,47 g-L""e 12,79 g-L", respectivamente.

O modelo de Andrews considera o substrato como componente limitante de
crescimento e inibidor ao mesmo tempo (SCHMIDELL et al., 2001). Este modelo é
representado pela equacgao (9), em que u,, € a velocidade especifica maxima de

consumo de substrato (h*') e K; € a constante de inibigdo pelo substrato (g-L").

C
My = ————7 (9)
Ks+Cs+ 3
L

Santana et al., (2003) investigaram alteragbes que ocorrem na biomassa oriunda de
um sistema de tratamento de esgoto sanitario, ao ser submetida a condigbes andxicas
(auséncia de oxigénio e presenca de nitratos) de desnitrificacdo. Os ensaios cinéticos
foram realizados em distintos estagios da adaptagdo da biomassa submetida a
condigdes de desnitrificagdo. O modelo de Andrew proporcionou um bom ajuste dos

dados experimentais.

Reginatto et al., (2008) utilizaram o modelo de Andrews num reator de lodo ativado,
aplicado num processo de nitrificagdo, com o objetivo de avaliar o comportamento da
cultura mista de microrganismos. O lodo adotado como inéculo foi diluido de forma a
deixar a concentragdo de solidos suspensos volateis no reator em torno de 3,6 g-L™
e, para quantificar as possiveis mudancas que ocorreram no lodo por causa da
alteracdo do meio de alimentacgao, foram realizados testes de respirometria. O modelo

de Andrews foi capaz de ajustar os dados experimentais.
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3. METODOLOGIA

Os dados experimentais utilizados neste trabalho se referem a produgéo de alcool em
reator batelada, com o uso da levedura Saccharomyces cerevisiae. Os dados foram
obtidos de Schmidell et al., (2001). Os modelos cinéticos testados foram o de Monod,
Moser, Contois e Andrews. A estimacao dos parametros e a analise da qualidade do
ajuste foi realizada com o auxilio do software livre EMSO. A Figura 3 resume as
principais etapas adotadas na execucdo deste estudo e o detalhamento de cada

etapa é apresentado nas préximas segoes.

Figura 3 — Resumo da metodologia adotada.

= ; | Implementagao Qualidade do
Selgg%% :os [ ‘ Esnﬁgg\;:sos \ dos Modelos no| | Ajuste dos
EMSO Modelos

Fonte: Prépria Autora, (2023).

3.1. Selecao dos Dados Experimentais

A Tabela 2 mostra os dados experimentais obtidos de um cultivo descontinuo de
Saccharomyces cerevisiae. As medi¢des foram realizadas em intervalos regulares de
4 horas, sendo C, a concentragdo celular, Cs a concentragdo de substrato e C, a
concentragédo de produto. Schmidell et al., (2001) sugerem que estes dados sejam
ampliados com o uso de equagdes polinomiais de ordem elevada, antes do calculo
das velocidades especificas de crescimento, de consumo de substrato e de formagao
de produto. Este “alisamento” nao foi utilizado neste trabalho. Portanto, os dados séo

exatamente aqueles vistos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Dados experimentais de um cultivo descontinuo de S. cerevisiae.

Tempo (h) Cx (L) Cs (glL) Cp (9/L)
0 0,91 106,9 0,0
4 0,91 106,9 0,0
8 1,61 96,8 6,2
12 2,42 83,6 15,0
16 3,59 59,9 23,5
20 4,71 31,6 34,3
24 5,51 10,6 42,2
28 5,56 7,0 42,8

Fonte: Schmidell et al., (2001).

3.2. Escolha dos Modelos

As equacgdes (10) e (11) foram usadas para descrever o crescimento celular e o
consumo de substrato, respectivamente. A taxa especifica de consumo de substrato

foi calculada a partir da equagéo (12), sendo Y, /; o fator de converséo de substrato

em biomassa e ms o coeficiente de manutencgao da célula (h).

dc,

W= UxCx (10)

dc,

dt = —usCy (11)

Us = Hx + ms (12)
Yx/s

Embora, o coeficiente de manutengdo da célula aparega na modelagem, nas
simulacgdes realizadas neste trabalho a contribuicao deste parametro foi considerada
desprezivel (ms =0). Os modelos de Monod, Moser, Contois e Andrews s&o

reapresentados nas equagdes (13), (14), (15), e (16), respectivamente.
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= o 13
Hx - ﬂm KS + CS ( )
= & 14
Hx - .Ltm Ksn + Csn ( )
= e 15
Hx - ﬂm KC . Cx + CS ( )
Cs
M =Hm ——— 3 (16)
Ki+Cs +5

A escolha da equacao para o calculo da velocidade especifica de crescimento do
microrganismo (u,) ird determinar a forma das equacdes (10) e (11) e, portanto, os

perfis das curvas de crescimento celular e consumo de substrato.

3.3. Implementacao dos Modelos no EMSO

A implementacao e simulagdo dos modelos foi realizada com o programa EMSO. No
software foram criadas duas estruturas de programacado distintas. Na estrutura
chamada de Flowsheet os modelos foram inseridos, as variaveis identificadas, as
condigdes iniciais informadas e o método de resolugcado estabelecido. Na estrutura
chamada Estimation o método de estimacao de parametros foi escolhido (Nonlinear
Programming Solver — NPL), o nivel de confianga estatistico definido (95%) e as
estimativas iniciais de cada parametro informadas. As Figuras 4 e 5 mostram uma

parte da Flowsheet e do Estimation implementados no EMSO, respectivamente.
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Figura 4 — Parte de uma flowsheet implementada no EMSO.
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Cx = Cxo0;

Cs = Cso;

EQUATIONS
? EMix = (Mim*(CsAn))/((KsAn)+(CsAn));
; FMis = Mix*(1l/Yxs)ims;

diff(Cx)*'h" = Mix*Cx;

diff(cs)*'h’ -Mis*Cx;
OPTIONS
TimeStart
TimeStep
TimeEnd
TimeUnit

I nu
=MD

Lend

Fonte: Prépria Autora, (2023).

Figura 5 — Parte de um estimation implementado no EMSO.
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260
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263
264
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266
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269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280

ESTIMATE

# PARAMETER START LOWER UPPER UNTT
M3 m 0.07 0.001 1.0 :

Ks 1.0 0.1 2.0 :
EXPERIMENTS

# DATA FILE WEITGTH TYPE
"DADOSEXPERIMENTAIS. dat™ 1 "fit";
OPTIONS

Statistics(

: Fit=true,

Parameter=true,
Prediction=false

)

Significance = 0.95;
BiLateral = true;

NumJac = true;

NLPSolver(
: MaxIterations = 100000,
File = "complex”

Fonte: Prépria Autora, (2023).
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3.4. Qualidade do Ajuste dos Modelos

Esta etapa consiste em avaliar a qualidade de ajuste dos modelos e,
consequentemente, prosseguir com a etapa de discriminagéo. Inicialmente foram
calculados o Desvio Absoluto Médio (Mean Absolute Deviation — MAD) e o Erro
Percentual Absoluto Médio (Mean Absolute Percentage Error — MAPE), com as

equacgdes (17) e (18), respectivamente.

N
1
MAD == |y¢ - ¥| (17)
i=1
N
100% yi —yi
MAPE = z 1
N vi (18

i=1

sendo y{ o dado real (experimental), y{ o dado calculado pelo modelo e N o nimero

de pontos experimentais.

Por fim, foi plotado o grafico predito versus observado em cada caso e com base
neste resultado foi calculado o Quadrado do Coeficiente de Correlagao entre Valores

Preditos e Observados (Square of the Correlation Coefficient Between Predicted and

Observed Values — (Rycye)z) na forma da equacao (19), em que y,. € a média dos

valores calculados e y, a média dos valores experimentais.

(Rycye)z _ i1V — Y7 — Ye) (19)

(EL0E - 702 SL0f - R
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o auxilio do programa livre EMSO foram criadas rotinas de simulagao para
estudar o crescimento celular e o consumo de substrato com a levedura
Saccharomyces cerevisiae. Os modelos cinéticos testados foram Monod, Moser,
Contois e Andrews. Os parametros foram estimados utilizando Nonlinear
Programming Solver (NPL) e nivel de confiancga estatistico de 95%. A partir das rotinas
de simulagédo desenvolvidas, foi possivel obter o perfil do consumo de substrato (Cs)

e do crescimento celular (C,) durante as primeiras 28 horas de fermentagéo.

4.1. Ajuste Obtido com o Modelo de Monod

Dos modelos estudados neste trabalho, o modelo cinético de Monod é considerado o
de maior simplicidade. Para Zanardi, Carvalho, Costa Junior (2016), o modelo de
Monod é capaz de descrever adequadamente a cinética fermentativa de muitos
processos, mas 0 seu uso nao € viavel quando ha componentes metabdlicos toxicos
que inibem o crescimento celular. Destaca-se que no estudo em questdo, ndo havia

nenhum destes componentes.

O modelo de Monod apresentou um bom ajuste aos dados experimentais conforme
pode ver visto nas Figuras 6 e 7. Os pontos discretos representam os dados
experimentais. A linha continua representa o resultado obtido com o uso do modelo.
Visualmente ¢é possivel observar uma boa aderéncia do modelo aos dados

experimentais.

O quadrado do coeficiente de correlacdo entre valores preditos e observados

(Rycye)zpara o crescimento celular (C,) e para o consumo de substrato (C,) foi de
0,9695 e 0,9870, respectivamente. Os valores estimados para u,, € K, foi de 0,0763
h' e de 1,0153 g-L', respectivamente. Esses valores de u,, estdo de acordo com
Gretschmann (2009) e Nascimento et al., (2018), sendo estes iguais a 0,0955 h' e

0,04176 h-', respectivamente.



Figura 6 — Previsdo do consumo de substrato usando o modelo de Monod.

120 T T T T T

100 7

80 7

60 T

Cs (g/L)

40 - 1

20 | h
O Csexp
Cscalc [0]

0 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25

Tempo (h)

Fonte: Prépria autora, (2023).

Figura 7 — Previsao do crescimento celular usando o modelo de Monod.
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Fonte: Prépria autora, (2023).
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4.2. Ajuste Obtido com o Modelo de Moser

De acordo com Schmidell et al. (2001), o modelo de Moser se diferencia do modelo
de Monod apenas pela inclusdo do parametro adimensional (n); portanto, para n igual

a 1 o modelo de Moser se torna exatamente igual ao modelo de Monod.

As Figuras 8 e 9 mostram os resultados obtidos com o0 modelo de Moser. O quadrado

do coeficiente de correlagdo entre valores preditos e observados (R )Zpara (¢

YcYe
crescimento celular (C,) e para o consumo de substrato (C) foi de 0,9716 e 0,9899,
respectivamente. Os valores estimados para a velocidade especifica maxima (u,,),
para a constante de saturagao (K;) e para o parametro adimensional (n) foram 0,0771

h'e 8,4311 g-L' e 2,014, respectivamente.

Figura 8 — Previsdo do consumo de substrato usando o modelo de Moser.
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Fonte: Prépria autora, (2023).
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Figura 9 — Previsao do crescimento celular usando o modelo de Moser.
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Fonte: Prépria autora, (2023).

4.3. Ajuste Obtido com o Modelo de Contois

Diferentemente do modelo de Moser, o modelo de Contois, assim como o modelo de
Monod, apresenta apenas dois parametros para serem estimados. Portanto, em

relacdo ao numero de parametros este modelo oferece maior simplicidade.

Segundo Petruccelli, Meleiro e Mancini (2019), o modelo de Contois e Fujimoto leva
em consideracdo apenas um substrato limitante. Para Poll (2018), o modelo de
Contois € mais acurado para substratos compostos por lipideos e outras substancias
organicas complexas, pois considera a concentracdo da populacédo de

microrganismos.

As Figuras 10 e 11 mostram o perfil de consumo de substrato ((Rycye)2 igual a 0,9894)

e de crescimento celular ((Rycye)2 igual a 0,9740) obtidos pelo modelo de Contois e

Fujimoto, respectivamente. O valor estimado para u,, foi de 0,0783 h™' e para a

constante de saturagéo foi de 0,9345 g-L™".



Figura 10 — Previsdo do consumo de substrato usando o modelo de Contois.
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Fonte: Prépria autora, (2023).

Figura 11 — Previsdo do crescimento celular usando o modelo de Contois.
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Fonte: Prépria autora, (2023).
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4.4. Ajuste Obtido com o Modelo de Andrews

As Figuras 12 e 13 mostram o ajuste obtido com o modelo de Andrews para o
consumo de substrato e crescimento celular, respectivamente. Este modelo,
diferentemente dos casos anteriores, previu um término de substrato em torno de 24
horas e um crescimento celular acima do obtido experimentalmente. Portanto,

visualmente ele apresentou resultados menos satisfatorios.

Para Thatipamala, Rohani e Hill (1992) o efeito inibidor provocado pelo substrato em
uma fermentacao alcodlica com a levedura Saccharomyces cerevisiae ocorre quando
a concentragdo supera 150 g-L'. Para os dados experimentais utilizados neste
trabalho, a concentragdo de substrato é inferior a este valor, o que pode justificar a

qualidade inferior deste modelo, quando comparado com os demais.

Ainda assim, o quadrado do coeficiente de correlagdo entre valores preditos e

observados (Rycye)z para o consumo de substrato foi de 0,9819 e para o crescimento

celular foi de 0,9548. Os valores estimados para u,,, K, e K; foi de 0,8197 h™', 5,7806
g'L" e 8,4834 g-L, respectivamente.

Figura 12 — Previsdo do consumo de substrato usando o modelo de Andrews.
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Fonte: Prépria autora, (2023).
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Figura 13 — Previsédo do crescimento celular usando o modelo de Andrews.
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Fonte: Prépria autora, (2023).

4.5. Comparacéao entre os Modelos

A Tabela 3 apresenta os valores dos parametros estimados em cada modelo. As

Figuras 14 e 15 mostram o perfil de C, e C, de todos os casos. As curvas obtidas com

Monod, Moser e Contois diferenciam-se minimamente nos instantes finais da

fermentacdo. O modelo de Andrews, como ja destacado anteriormente, apresenta

uma cinética um pouco mais lenta.

Tabela 3 — Parametros estimados no EMSO.

Modelos

wn (N7 Ko (L") Ki(gL?) n

Monod
Moser
Contois

Andrews

0,0763 1,0153 - -
0,0771 8,4311 - 2,014
0,0783 0,9345 - -
0,8197 5,7806 8,4834 -

Fonte: Prépria autora, (2023).



Figura 14 — Comparacao entre os modelos para o consumo de substrato.
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Fonte: Prépria autora, (2023).

Figura 15 — Comparagéo entre os modelos para o crescimento celular.
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Fonte: Prépria autora, (2023).
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As Figuras 16, 17, 18 e 19 mostram os resultados obtidos com o programa EMSO
para os modelos de Monod, Moser, Contois e Andrews, respectivamente. No campo
Estimated Parameter é apresentado os nomes dos parametros que foram estimados
em cada modelo. Em Parameter Estimatives sao apresentados os valores obtidos dos

parametros apds a estimacgao pelo método NPL.

Em Parameter confidences sao apresentadas as regides de confianga de cada
parametro estimado. Portanto, estes valores devem ser sempre menores do que
aqueles apresentados em Parameter Estimatives. Essa caracteristica se faz presente
nos seguintes parametros: Monod (u,, e K;), Moser (u,, € n), Contois (u,, € K;) e

Andrews (u,, € K;).

No campo Parameter significances € possivel verificar o nivel de significancia dos
parametros estimados. Os parametros estimados para os modelos de Monod (u,,,
K,), Moser (u,, € n), Contois (u,, € K;) e Andrews (u,, € K;) apresentaram valores
superiores a 97%, o que mostra uma boa qualidade. Entretanto, o parametro K, para
o modelo de Moser, assim como para o modelo de Andrews apresentou um valor
pouco significativo, sendo de 88% e 87%, respectivamente. Observa-se que em
ambos o0s casos o intervalo de confianga € maior que o valor do préprio parametro, o
que indica que o valor zero faz parte do intervalo no qual este possa estar. Desse
modo, constata-se que estes modelos ndo sao adequados para descrever os dados

experimentais, devendo, portanto, serem descartados para as analises seguintes.

A correlacéo entre os parametros pode ser vista em Parameter correlations. Valores
proximos de 1 indicam correlacao linear direta entre os parametros. Valores proximos
de -1 indica correlagdo linear na forma inversa. Para os casos investigados, os
modelos de Monod e Contois apresentaram parametros com elevado nivel de
correlagao linear. De acordo com Schwaab e Pinto (2001), correlagdes significativas
dificultam os procedimentos de estimacdo de paradmetros, pois o ajuste em um
parametro afetara o outro.

Em Explained variables pode-se verificar a qualidade do modelo testado para fins de
previsdo do consumo de substrato (C;) e do crescimento celular (C,). Apesar do
parametro K ser pouco significativo para os modelos de Moser e Andrews, em todos

0s casos analisados, os resultados obtidos para a qualidade dos modelos foram
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superiores a 94%, indicando um bom ajuste aos dados experimentais. De toda forma,

para as demais analises serao considerados apenas os modelos de Monod e Contois.

Figura 16 — Resultados obtidos com o programa EMSO para o modelo de Monod.

& & Console | B

Output Level: \Minimal Qutput |

Extra Vanables: 0
Dynamic degrees of freedom: 2
MNumber of initial Conditions: 2

Estimated Parameters: [ Mim Kz ]

Parameter Estimatives: [ 0.0763608 1.01533 ]
Parameter Confidences: [ 0.0131833 0.732435 ]
Parameter Significances: [ 0.999938 0.975444 ]

Parameter Correlations:
[1-0.96971]
[-0.969711]

Parameter Covariances:
[ 2.90365e-005 -0.00160681 ]
[ -0.00160681 0.0945586 ]

Fitted Variables: [ Cx Cs]
Explained Yariabilities (R2): [ 0.969334 0.987012 ]
Significances: [ 0.946935 0.95309 ]

Estimation of '"MMONOD' finished successfully in 0.094 seconds.

Fonte: Prépria autora, (2023).

Figura 17 — Resultados obtidos com o programa EMSO para o modelo de Moser.

G = Console | B

Output Level: |Minimal Output |

MNumber of initial Conditions: 2

Estirated Parameters: [ Mim Kz n ]

Pararmeter Estimatives: [ 0.0771245 843119 2.01494 ]
Parameter Confidences: [ 0.0148634 9.88625 0545927 ]
Parameter Significances: [ 0.999936 0.880194 0.99967 |

Pararneter Correlations:
[1-0.27507 0.638141]
[ -0.27507 1 0.409481 ]
[0.638141 0.409481 1]

Pararneter Covariances:

[ 3.34327e-005 -0.00611687 0.00078362 |
[ -0.00611687 14.7911 0.334454 ]

[ 0.00078362 0.334454 0.0451031 ]

Fitted Variables: [ Cx Cs ]
Explained Variabilities (R2): [ 0.97163 0.98%943 |
Significances: [ 0.990333 0993748 |

Estimation of 'MMOSER' finished successfully in 0.047 seconds.

Fonte: Prépria autora, (2023).



Figura 18 — Resultados obtidos com o programa EMSO para o modelo de Contois.

[ El Console | &

Output Level: \Minimal Qutput ]

Extra Variables: 0
Dynamic degrees of freedom: 2
MNumber of initial Conditions: 2

Estimated Parameters: [ Mim Ks ]

Parameter Estimatives: [ 0.0783949 0.934572 ]
Parameter Confidences: [ 0.0128683 0.702291 ]
Parameter Significances: [ 0.999991 0.974004 ]

Parameter Correlations:
[ 10958633 ]
[0.958633 1]

Parameter Covariances:
[ 2.76595e-005 0.00144702 ]
[ 0.00144702 0.0823753 ]

Fitted Variables: [ Cx Cs ]
Explained Variabilities (R2): [ 0.574012 0.989449 ]
Significances: [ 0.95041 0.957605 |

Estimation of "MCONTOIS' finished successfully in 0.047 seconds.

Fonte: Prépria autora, (2023).

Figura 19 — Resultados obtidos com o programa EMSO para o modelo de Andrews.

o & Console | &

Output Level: |Minimal Output |

Mumber of initial Conditions: 2

Estimated Parameters: [ Mia Kz Ki ]

Parameter Estirmatrves: [ 0.819786 5.78003 8.48341 ]
Parameter Confidences: [ 0.123131 6.95706 4.33304 ]
Parameter Significances: [ 0,.99%931 0.871359 0,984013 ]

Parameter Correlations:
[1-0.678461 -0.52088 ]
[ -0.678461 1-0.258265 ]
[ -0.52088 -0.258265 1]

Pararmeter Covariances:

[ 0.00229441 -0.0879538 -0.0420367 ]
[ -0.0879538 7.32468 -1.17821 ]

[ -0.0420367 -1.17821 2.84134 ]

Fitted Variables [ Cx Cs ]
Explained Vanabilities (R2): [ 0.954894 0.98193 ]
Significances: [ 0.986545 0.993006 |

Estimation of '"MANDREWS' finished successfully in 0.084 seconds.

Fonte: Prépria autora, (2023).
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As Figuras 20 e 21 mostram os desvios absolutos para o consumo de substrato e
para o crescimento celular, respectivamente. Os residuos absolutos foram calculados
fazendo-se a diferenca entre o valor real (experimental) e o valor calculado pelo

modelo.

De acordo com Montgomery (2009), um bom modelo ndo deve apresentar elevados
valores de residuos e/ou residuos com distribuicdes tendenciosas. Graficamente, os
residuos devem estar proximos de zero e distribuidos aleatoriamente. As Figuras 20
e 21 mostram residuos com comportamento aleatorio, sendo que os dados calculados
pelo modelo se distanciam mais dos dados reais no consumo de substrato do que no

crescimento celular. Ainda assim, trata-se de apenas uma analise visual.

A Tabela 4 mostra o resultado do Desvio Absoluto Médio (Mean Absolute Deviation)
calculado com a equacéo (17). O MAD é uma estatistica de erro que faz a média da
distancia entre cada par de pontos de dados experimentais e calculados pelo modelo.
Vale destacar que o MAD é uma medida de erro relativo que usa valores absolutos
para evitar que os erros positivos e negativos se cancelem. Os resultados mostram
gue o modelo de Moser apresenta o menor valor de MAD tanto para o crescimento

celular, quanto para o consumo de substrato.

Tabela 4 — Resultados obtidos com a estatistica MAD.

MAD Monod Contois

C,(gL) | 02490  0,2451

C,(glL) | 44586  4,1683

Fonte: Prépria Autora, (2023).

Embora as unidades envolvidas seja g/L tanto para o consumo de substrato como
para o crescimento celular, observa-se que a variagdo de ambas nao ocorre na
mesma ordem de grandeza. E possivel ponderar os resultados usando o Erro
Percentual Absoluto Médio (MAPE), na forma da equacgao (18). A Tabela 5 mostra os

valores calculados.



Figura 20 — Desvios absolutos para o consumo de substrato.
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Fonte: Prépria autora, (2023).
Figura 21 — Desvios absolutos para o crescimento celular.
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Fonte: Prépria autora, (2023).
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Tabela 5 — Resultados obtidos com a estatistica MAPE.

MAPE Monod Contois
Cy (%) 9,88 9,82
Cs (%) 20,77 17,67

Fonte: Prépria autora, (2023).

O MAPE é uma medida de erro relativo que usa valores absolutos para evitar que os
erros positivos e negativos se cancelem e usem erros relativos para permitir comparar
a precisao da previsdo em termos percentuais. Pela Tabela 5, verifica-se que o
modelo de Contois apresentou os menores valores para a estatistica MAPE, com
9,82% para C, e 17,67% para C;.

As Figuras 22 e 23 mostram a relagéo entre os valores preditos pelos modelos versus
os valores observados experimentalmente. A linha tracejada representa a situagao
ideal, ou seja, a condigao perfeita, em que os dados previstos sdo exatamente iguais

aos dados observados.

Entretanto, esta € apenas uma analise visual, ndo sendo suficiente para fazer a

discriminacdo dos modelos. O quadrado do coeficiente de correlagado entre valores
preditos e observados (Rycye)2 calculado com a equacao (19) € apresentado na
Tabela 6. Nota-se que o modelo de Contois é o que apresenta melhores resultados,

com (R, )" mais proximos de 1,0.

YcVe

Tabela 6 — Quadrado do coeficiente de correlacédo para os graficos predito versus observado.

Modelos (Rycye)z (Cy) (Rycye)z (Cs)

Monod 0,9693 0,9873

Contois 0,9737 0,9886

Fonte: Prépria autora, (2023).



Figura 22 — Predito versus observado para o consumo de substrato.
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Figura 23 — Predito versus observado para crescimento celular.
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Fonte: Prépria autora, (2023).
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1. Conclusdes

A plataforma EMSO tem se mostrado de grande utilidade para pesquisas na area da
engenharia, uma vez que esta disponivel gratuitamente, € um codigo de fonte-aberta
e apresenta ferramentas relevantes para a modelagem, simulagdo, controle e
otimizagdes de processos, seja em condi¢gdes transiente ou estacionaria. Neste
trabalho foram implementados os modelos de Monod, Moser, Contois e Andrews no
EMSO para estudar a melhor cinética capaz de predizer o crescimento da levedura
Saccharomyces cerevisiae e 0 consumo de substrato (caldo de cana-de-agucar) na
producao de alcool em biorreator batelada. Apds analise, os modelos de Moser e
Andrews foram descartados devido a baixa significancia apresentada pelo parametro

K,. Observou-se ainda uma diferenga pouco significativa entre os modelos de Monod

e Contois quanto as analises estatisticas realizadas (MAD, MAPE, (Rycye)z), todavia

os melhores resultados foram obtidos com o uso do modelo de Contois e os
parametros estimados estdo de acordo com aqueles encontrados na literatura. Além
disso, foi possivel observar que o software EMSO facilitou o desenvolvimento do
trabalho e a analise dos resultados, portanto, pode ser considerado uma plataforma

util para este tipo de estudo.

5.2. Sugestdes para Trabalhos Futuros

Para continuidade deste trabalho, sugere-se avaliar novos modelos com estruturas
diferentes daquelas apresentadas aqui, tanto em termos de variaveis de interesse (e
suas relagdes), quanto em termos de parametros (e suas relagdes). Recomenda-se
também a incorporagdo das informagdes da concentracdo de produto nesses
modelos, ja que esta é uma importante variavel para processos biotecnolégicos. Por
fim, mas n&do menos importante, indica-se avaliar outras concentragbes, bem como

outros substratos empregados na producio de etanol.
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