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ABSTRACT

The instability of the market of the petroleum raises the importance of research of alternative production processes of
renewable liquid fuels. The production of etanol by fermentation, using starch as substrate, has been studied intensively in
the last years, resulting in a simultaneous process of saccharification and fermentation of the starch to etanol using modified
microorganisms. The objective of this work was to develop a mathematical model for the direct bioconversion of starch to
etanol being used Saccharomyces cerevisiae YPB-G strain that secreted a bifunctional protein with enzymatic activity of the
B. subtilis alpha-amylase and the A. awamori glucoamylase. The modeling strategy consisted of dividing the process in two
hierarchic levels of knowledge that would be studied separately, and later unified through the glucose balance, and enzymes
synthesis balance. The model was validated with the experimental data and was compared with cybernetic modeling results
for the same system.
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RESUMO

A instabilidade do mercado do petréleo releva a importancia de pesquisa de processos alternativos de produgdo de
combustiveis liquidos renovaveis. A produgdo de etanol por via fermentativa, utilizando amido como matéria prima, tem
sido estudado intensivamente nos ultimos anos, resultando em um processo simultaneo de sacarificagdo e fermentagdo do
amido em etanol utilizando microorganismos modificados. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um modelo
matematico da bioconversdo direta do amido em etanol utilizando a cepa Saccharomyces cerevisiae YPB-G, que secreta
uma proteina bifuncional com atividade enzimatica do B., subtilis alfa-amilase e do A. awamori glucoamilase. A estratégia
de modelagem consistiu em dividir o processo em dois niveis hierarquicos do conhecimento, que seriam modelados
separadamente, e posteriormente unificados através do balango de glicose e balanco e sintese de enzimas. O modelo foi
validado com os dados experimentais e foi comparado com resultados do modelo cibernético para o0 mesmo sistema.
Palavras-chave: Etanol, Sacarificagdo e fermentagdo simultanea, Saccharomyces cerevisiae YPB-G, Analise sistematica

1- INTRODUCAO

O potencial agricola brasileiro é indiscutivel, entretanto os
recursos naturais renovaveis, especialmente os materiais
amilaceos, ndo sdo utilizados em grande escala na
producdo de etanol como fonte de energia (MIELENZ,
2001). A dificuldade deste processo € a necessidade de se
realizar a hidrolise da matéria prima, incluindo o amido,
para a transformacdo em produtos fermentesciveis. Uma
alternativa para a producdo de etanol a partir do amido é a
utilizacdo do processo de sacarificacdo e fermentacdo
simultanea (SFS) em etanol, o qual se tornou possivel,
devido aos avancgos da engenharia genética, modificar os
microorganismos tornando-os capazes de secretar as
enzimas necessérias a sacarificacdo e, capazes também, de
fermentar a glicose em etanol (ALTINTAS et.al, 20023;

BIROL et.al, 1998a). O grande desafio atual é modelar e
otimizar este processo para que se torne economicamente
viavel e possivel industrialmente. A modelagem
cibernética, que é sofisticada e eficiente quando se utiliza
maltiplos substratos, foi aplicada ao processo de
sacarificacdo e fermentacdo (ALTINTAS etal, 2002b;
KOMPALA etal,1984; KOMPALA etal, 1986),
entretanto, algumas hipGteses requerem avaliagdo. O
objetivo deste trabalho é desenvolver um modelo
matematico ndo estrutural do processo de SFS do amido
em etanol, utilizando Saccharomyces cerevisiae YPB-G, 0
gual secreta uma proteina bifuncional, que tem em sua
base a atividade enzimética do B. subtilis alfa-amilase e do
A. awamori glucoamilase. Sera utilizado a analise
sistematica que € eficiente em sistemas complexos, onde
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aplicando  principios de  decomposi¢do
analisar o sistema em subniveis do conhecimento.

pode-se

2 — DESENVOLVIMENTO DO MODELO

Neste trabalho utilizou-se os dados experimentais do
processo de bioconversdo direta do amido em etanol por S.
cerevisiae YPB-G, apresentados na literatura (ALTINTAS
etal, 2002b), no desenvolvimento de um modelo
matematico ndo estrutural, avaliado através de dois niveis
hierarquicos do conhecimento. O modelo proposto
descreve as seguintes propriedades fisiologicas da levedura
modificada geneticamente: dindmica da degradacéo
enziméatica do amido, acimulo e utilizacdo da glicose,
caracteristicas do crescimento da biomassa e producgdo do
etanol no processo SFS. A dindmica de secrecdo das
enzimas e a estabilidade dos plasmidios ndo sdo
consideradas.

A estratégia de modelagem consistiu em dividir o
modelo em dois niveis hierarquicos do conhecimento, ver
Figura 1. Os processos de hidrolise do amido e
fermentagdo da glicose sdo conhecidos e foram modelados,
inicialmente, estes dois processos em separado. Estes
niveis hierarquicos do conhecimento foram unificados
posteriormente, através do balanco de glicose e balanco e
sintese de enzimas.

A avaliacdo das hip6teses deste modelo foram feitas
através dos dados experimentais, além da comparacdo
deste novo modelo com os resultados da modelagem
cibernética para este mesmo sistema.
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Figura 1 - Representacdo da estratégia de modelagem em dois
niveis do conhecimento

2.1. Primeiro nivel hierarquico do conhecimento

O primeiro nivel hierarquico do conhecimento consiste na
hidrélise enzimatica do amido, que no processo
convencional acontece pela adi¢cdo de enzimas, tais como
alfa-amilase e glucoamilase, no inicio do processo. Ja na
SFS as enzimas sdo secretadas pelo Saccharomyces

cerevisiae YPB-G durante a fermentagdo, portanto a
concentracdo de enzimas é funcdo do tempo.

A maioria das representacfes razoaveis da estrutura do
amido considera-o como duas fragdes: suscetiveis e
resistiveis a sacarificacdo, que corresponderdo na reagdo
em dois periodos com taxas diferentes de degradacéo,
observado nos dados experimentais. Outros fenémenos
incorporados ao modelo sdo inibicdo pelo produto e pelo
substrato. Uma descricdo matematica do processo de
hidrélise do amido como duas fragBes foi desenvolvido e
apresentado em detalhes em Polakovic e Bryjak (2003).
Adaptamos este conhecimento para a hidrdlise do amido
através da proteina bifuncional secretada por S. cerevisiae
YPB-G, considerando uma enzima chave que tem sua
concentracdo variavel no tempo.

O modelo cinético da hidrdlise enzimatica é descrito a
sequir:

Taxa de degradacdo da fracdo de amido suscetivel
KSUS * Enz(t)* SSUS (t)

R, = : M)
S, (t
K~ 1+ SO SO s e, 0
K glu starch
Taxa de degradacdo da fragdo de amido resistivel
Rres — K res EnZ(t) zsres (t) (2)
S..(t
K, *{1+G'“(t)]+m”+sm(t>+sm(t)
glu starch

Balango de massa das fragBes de amido suscetivel e
resistivel

dssus(t) _ _RsuS (3)
dt

() g )
dt

Balango da degradacdo do amido total

dslotal(t) — dSsus(t)+ dsres(t) (5)
dt dt dt

Balanco da glicose produzida durante a degradacgéo do
amido

% =1111%(R, +R_) (6)

ConsideragBes do modelo quanto a sacarificacdo do
amido por uma enzima chave aditiva:

1. O modelo considera a atividade enzimatica como uma
acdo aditiva no processo de sacarificacdo do amido
(soma das atividades da glucoamilase e alfa-amilase
durante o processo de secrecdo por S. cerevisiae YPB-
G). Considerou-se que a acdo de varias enzimas (neste
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caso, a acdo de duas enzimas) pode ser representada
como a acdo aditiva de apenas uma enzima.

2. A estrutura do amido pode ser considerada com uma
composicdo de duas fracBes (resistivel e suscetivel)
com diferentes taxas de degradacéo.

3. A taxa de hidrolise da fracdo do amido suscetivel
depende da concentracdo das duas fracGes do amido e
esta taxa € inibida pela agdo da glicose e concentragao
da fragdo do amido suscetivel.

4. A taxa de hidrdlise da fracdo do amido resistivel
depende da concentracdo das duas fragdes do amido e
esta taxa é inibida pela acdo da glicose e a
concentracdo da fracdo do amido resistivel.

5. Limitacbes de transferéncia de massa e mudancas
conformacionais da estrutura da enzima ndo séo
consideradas.

2.2. Segundo nivel hierarquico do conhecimento

O segundo nivel hierarquico do conhecimento consiste na
cinética da populacdo microbiana. Serd descrito alguns
fendmenos fisiologicos da levedura S. cerevisiae YPB-G
com formas matematicas ndo estruturais simples,
apresentadas na literatura (BIROL et.al, 1998b; MONOD,
1949; ANDREWS, 1968). Assumi-se que a taxa de
crescimento  especifico da levedura modificada é
influenciada pela glicose e concentragdo do amido, que
pode ser interpretado como um fator de inibigdo por
produtos do amido. Muitos modelos cinéticos foram
testados e a andlise de sensibilidade mostrou que estes
modelos usados ajustam-se  melhor aos dados
experimentais. A taxa de produgdo de etanol foi descrita
como uma fun¢do das concentragfes da glicose e etanol.
Por outro lado, esta taxa pode ser interpretada como uma
fungdo ndo linear da taxa de crescimento da biomassa,
onde dois tipos de inibicdo por produto estdo envolvidos.
O modelo da cinética utilizando os balancos de biomassa e
etanol é descrito pelas equacdes (7) a (10).

Taxa de crescimento da biomassa

His -G|U(t)(swm(t)j
SO
u(Glu,S,,,S,)= -
K, +Glu(t)
Taxa de producéo de etanol
qp(Glu,Et’SO ):
Ay ma .G|u(t).Et(t)(1_Ett(t)]
- max (8)

(K, +GIu(t)){Kps + Et(t)+IE:£t)2]

pi

Balanco da biomassa

dX (t)
dt

= u(Glu,Stota) :Sp )-X (1) ©)

Balanco do etanol

dEt(t)

0
it (10)

=q,(Glu,Et,S) )X (t)+ B X(t)

O modelo da cinética microbiana é flexivel e as
equacdes (11) a (13), balango da glicose, balango e sintese
de enzima, unificam o primeiro e o segundo nivel do
conhecimento, mostrando a dindmica de formacdo e
utilizacdo da glicose e o processo de formacéao das enzimas
para a hidrolise do amido. Estas equagdes sdo escritas a
sequir:

Balanco da glicose

dGlu(t)

=1.111-(R,, +R,, ) -
dt ( sus res)

1 dx(t) 1 dEtt)

% dt v dt (11)

x/s pls

Taxa de sintese de enzima

_ (:umax +ﬂ)'Eanax 'Stmal (t) (12)
- Kenz + Stotal (t )
Balanco de enzima
dEnz(t) (dﬁit)}Enz(t) (13)
nz
——L=R_ - — B.Enz(t
pm X(1) B.Enz(t)

O sistema de equacdes diferenciais ndo lineares foi
resolvido utilizando o software Maple e diferentes métodos
numéricos foram aplicados, como RKF45, “Rosenbrock e
Isode”. O sistema ndo manifesta um perfil “stiffness” e o
método numérico Rosenbrock foi mais utilizado nas
simulagBes computacionais.

2.3. Procedimento de identificacdo dos parametros

A estimativa dos valores dos pardmetros cinéticos e
estequiométricos foram obtidos wusando os dados
experimentais do trabalho dos autores ALTINTAS et.al,
(2002b). Todas as concentragdes iniciais e 0s parametros
estimados estdo apresentados abaixo, ver Tabela 1.
Inicialmente  utilizaram-se valores apresentados na
literatura como aproximagdo inicial para as constantes do
modelo, onde determinou-se o intervalo de possibilidades
dos valores destes parametros. Foi utilizado o método dos
minimos quadrados, com ponderagdo, como critério
estatistico. Diferentes rotinas de estimacgdo foram testadas,
incluindo o dialogo grafico usando o software Maple. Este
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procedimento é muito usado de forma educacional para
analise de sensibilidade dos parametros e avaliacdo da
resposta do sistema. Os dados experimentais (ALTINTAS
et.al, 2002b) foram plotados juntamente com as simula¢des
do modelo para as mesmas condigBes iniciais. As
estimativas dos valores dos pardmetros foram realizadas
com 10% ou menos de variacdo, dependendo da
sensibilidade do sistema através de cada parametro.

Tabela 1- CondicBes iniciais e estimativas das constantes
cinéticas

Condigdes iniciais SG50 Unidades
Glug 35 g/L
So 425 g/L
Xo 0.1 g/L
Et0 1.5 g/L
Enz, 0.001 U/L
Constantes cinéticas SG50 Unidades
Kaus 0.057 h*
Kres 0.00618 h*
Kstarch 62.7 g/L
Kguu 1.22 g/L
K 0.406 g/L
per 0.617 [-1
Hmax 0.15 ht
Yys 0.14 a/g
Ks 1.08 [-]
Etmax 15 g/L
Op.max 0.129 h?
Y pis 0.376 a/g
K 0.154 g/L
Kops 4.67 g/L
Kai 3.65 g/L
B 0.05 h?t
Kenz 1 g/L
eNZmax 6.05 U/L
Bet 0.022 h

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

O modelo matematico desenvolvido foi aplicado a
diferentes condicBes iniciais, entretanto serd mostrado
neste trabalho apenas um caso. O interesse deste trabalho
ndo é apenas modelar o processo em particular, mas
mostrar que a utilizacdo de analise sistematica para
sistemas complexos € eficiente e pode auxiliar em outros
processos de SFS utilizando outros microorganismos
(KOBAYASHI e NAKAMURA, 2004a; KOBAYASHI e
NAKAMURA, 2004b; ULGEN et.al, 2002). Para tanto, o
segundo nivel hierarquico requer maior atengdo, podendo-
se utilizar outros modelos cinéticos para representar 0s
efeitos de inibicéo e limitacdo por substrato e produto.

Pode-se observar, ver Figura 2, que 0 modelo ajusta
com eficiéncia os dados experimentais da degradacdo do
amido no primeiro nivel hierdrquico, validando as
consideracgBes quanto a estrutura do amido e concentracéo
da enzima chave como fungéo do tempo.

404
304
Stotal[g/l] 1 &>
20 <><>
101 G

0775040 60 B0 100 120 140 160 180 200
h

Figura 2 - Comparacdo entre o perfil de concentracdo de amido
do modelo desenvolvido com dados experimentais (ALTINTAS
et.al, 2002b)

Analisando os perfis de concentragdes de amido total,
suscetivel e resistivel, ver Figura 3, observa-se que o perfil
do amido total ¢é influenciado, até o tempo de 100 horas,
principalmente pela fragdo de amido suscetivel, enquanto
apos este instante, o perfil é totalmente influenciado pelo
amido resistivel a sacarificacdo. Por outro lado, a fragdo de
amido suscetivel determinara o ponto de mudanca
acentuada da taxa de degradacdo, ou seja, o ponto de
mudanca de inclinagéo da curva do amido total.
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Figura 3 - Relacdo entre o amido total e as fragBes de amido
suscetivel e resistivel

O modelo desenvolvido também descreve a
concentracdo de enzimas com relacdo ao tempo, ver Figura
4, durante o processo SFS.

No segundo nivel hierarquico, 0 modelo se mostrou
eficiente e flexivel, simulando os perfis experimentais da
biomassa, etanol e glicose, ver Figuras 5 a 7. Os perfis da
biomassa e do etanol sdo sempre crescentes, ndo
apresentando o perfil “diauxic growth” nos dados
experimentais do microorganismo modificado, considerado
na modelagem cibernética (ALTINTAS et.al, 2002b),
entretanto, 0 modelo desenvolvido neste trabalho néo
considera este fendmeno, apresentando bons resultados,
ver Figura 5.

Um dos pontos importantes do modelo de crescimento
da biomassa € a caracterizacdo dos efeitos de inibicdo dos
produtos do amido sobre a biomassa, representado pela
fracdo de amido total sobre amido inicial. Uma analise
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mais precisa de algumas constantes ndo é possivel devido a
dispersdo dos dados experimentais da concentracdo da
biomassa.

261
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h

Figura 4 - Simulagdo da Concentragdo da enzima durante o
processo SFS
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h
Figura 5 - Comparacdo entre o perfil de concentracdo de
biomassa do modelo desenvolvido com dados experimentais
(ALTINTAS et.al, 2002b)

A unificacdo do modelo através do balango de glicose
¢ validada, visto que o modelo simula com eficiéncia os
dados experimentais da glicose, com uma reducdo dréstica
da concentracdo até o tempo de 20 horas, mantendo-se
praticamente constante no decorrer da reacdo, ver Figura 6.

Glu[g/] 2

<

U720 a0 60 80
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h
Figura 6 - Comparacg&o entre o perfil de concentracdo de glicose

do modelo desenvolvido com dados experimentais (ALTINTAS
et.al, 2002b)

O modelo desenvolvido também se mostrou eficiente,
quando utilizado para descrever o perfil de concentracéo
de etanol, ver Figura 7.
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Figura 7 - Comparagdo entre o perfil de concentracéo de etanol

do modelo desenvolvido com dados experimentais (ALTINTAS
et.al, 2002b)

4 - CONCLUSAO

As simulacbes do modelo provaram que as
consideracBes para o primeiro nivel hierarquico do
conhecimento, sobre a representacdo da estrutura do amido
em duas fracOes e a atividade da enzima na forma aditiva
eram corretos. A simulacdo do modelo para a degradacéao
do amido mostrou-se eficiente quando comparado com 0s
dados experimentais. O primeiro nivel hierarquico do
conhecimento, a cinética de hidrdlise do amido, foi unido
ao segundo nivel, modelo de degradacdo enzimatica,
através do modelo de liberacdo da glicose e simultanea
metabolizacdo em etanol. Para o segundo nivel, a fisiologia
microbiana foi modelada e ao modelo da taxa especifica de
crescimento da biomassa foi incluido efeitos de limitacéo e
inibicdo por substrato. O modelo desenvolvido foi
comparado com um modelo cibernético que foi aplicado
para 0 mesmo sistema. Esta comparagdo mostrou que
utilizando diferentes métodos de modelagem pode se obter
excelentes resultados. Entretanto, analisando os dados
experimentais ndo foi observado grande manifestacdo de
“diauxic growth” para esta cepa modificada, considerado
pelo modelo cibernético. O modelo proposto mostrou
excelente flexibilidade para as diferentes condicGes
operacionais do processo SFS e pode ser utilizado com
sucesso para descrever a fisiologia microbiana dos
microorganismos modificados geneticamente.

5- LISTAS DE SIMBOLOS

Enz concentracdo da enzima (U/L)

Et concentracdo de etanol (g/L)

Glu concentracdo da glicose (g/L)

K constante de Michaelis Menten (g/L)

Ks, Ks1, Kps, Kenz  CONstantes de saturagéo (g/L)
Kstarchs Kgiu, Kpi  constantes de inibigéo (g/L)

Op taxa de producéo de etanol (h™)
R taxa de degradacdo (g.L1.h™)
Renz taxa de sintese de enzimas (U.L™.h™%)
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S concentracdo de amido (g/L)

t tempo (h)

X concentracdo da biomassa (g/L)
Yws: Ypis coeficientes de conversao (g/g)
u taxa de crescimento da biomassa (h™)
B taxa de diluicdo da enzima (h™)
Subscritos

0 concentragdo inicial

max maximo

res amido resistivel

sus amido suscetivel

total amido total

Nota: Uma unidade de enzima (U) representa a quantidade
de enzima necessaria para produzir 1 g de glicose a partir
do amido em uma hora.
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