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3, DEFINICAO DAS VARIAVEIS REPRESENTATIVAS

Variaveis de Estado

X - Concentragao de células (Xyaer, Xvogmar X7ora);  mmp CATALISADOR
S - Substratos (fontes de C, N, P, etc.); )

P - Produto; > f (CELULA, METABOLISMO)

sP - Subprodutos (inibidores ou nao);

o
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Se existir uma reta na fig. In(X)=f(t), esta
corresponde a fase exponencial. A inclinacdo
da reta (coef. angular) corresponde a py .y

Lo+ - :
118 2 3 i4 15 i 6

E trabalhoso obter a fig. uy =f(t)
pois requer o calculo de uma derivada

Mas é possivel calcular os valores
caracteristicos mais relevantes:

tx,max € tearmco = t p/fim da exp.

: 1 dX
Vamos integrar uy = —.——
dx X dt
X nx.dt Nao podemos

X dx tymye=” fnfegrar, pois
Jr T ﬁ.llx}-dt nao conhecemos
o X fg-’ a funcao u,=f(t)

Mas podemos integrar no intervalo
em que u, € constante

para t; <t <t, 2 Uy = Py pax
x (o

2 d){ 2

d Y - J‘M}:,Hax'dt

X =1

In(X)-In(Xp) = ux max-{tz —t1)

In(X) = In(Xq) + Ux Max:t

Equacdo de uma reta Y =(CL)+(CA).X

"
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Fig. 7. Calculos de ry e uy
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Célula My max (h™)
Levedura em anaerobiose 0,40
Levedura em aerobiose 0,10
Fungo filamentoso 0,2-0,3
Bacteria em aerobiose
(E.coli) 0,8 -1,0
Bacteria em aerobiose 012
(Rhizobium sp. ) !
Celulas animais 0,02-0,05
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Definicao de variaveis de estado
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Fig. 4. Crescimento de hibridoma em Biorreator bubble free 21; Modo descontinuo;
(AcMo = anticorpo monoclonal)
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Otimizacao Matematica de Processos Biotecnoldgicos

Principais vias do metabolismo de R. eutropha
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Otimizacao Matematica de Processos Biotecnologicos

Objetivo:

» Otimizar o processo de producédo do polimero PHB e do copolimero
P(3HB-c0-3HV)

Projeto PHB Il — PADCT/CNPq — “Desenvolvimento de Tecnologias
Avancadas de Automacdo e Controle Aplicadas a Producdo de
Copolimeros de Polihidroxialcanoatos por via fermentativa
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Otimizacao Matematica de Processos Biotecnologicos

Etapas da Otimizacao do processo:

v" Ensaios de Modelagem e Padréo;
v" Proposicao do Modelo matematico;
v Ajuste do Modelo matematico;

v Otimizacdo Matematica;

v" Validacdo experimental da otimizacéao;
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Otimizacao Matematica de Processos Biotecnologicos

Nome Fase do Processo Glicose Frutose Nitrogénio(g/L Oxigénio Acido
(g/L) (g/L) ) dissolvido Propidnico
(%)/k.a (/L)
EM-08 Crescimento 40,0 40,0 0,5 40 -
EM-09 Crescimento 60,0 60,0 0,5 40 -
EM-10 Crescimento 5,0 5,0 0,5 40 -
EM-11 Crescimento 0,0 30,0 0,5 40 -
EM-12 Crescimento 30,0 0,0 0,5 40
EM-13 Actimulo 51,3(sol) 51,3(sol) - 40 10,0(sol)
EM-14 Crescimento 15,0 15,0 0,5/NaOH 40 -
EM-15 Crescimento 15,0 15,0 0,5 20a5 -
EM-16 Crescimento 15,0 15,0 0,5 400rpm /107 -
EM-17 Acimulo 25,0(sol) 25,0(sol) - 40 45,6(sol)
EM-18 Crescimento 15,0 15,0 0,5 600rpm/308 -
EM-19 Actimulo 100,0(sol) 100,0(sol) - 40 45,6(sol)
EM-20 Acimulo 51,3(sol) 51,3(sol) - k.a 174/250 45,6
EM-21 Actimulo 51,3(sol) 51,3(sol) - 40 100,0(sol)
EM-22 Actimulo 100,0(sol) - - 40 -
EM-23 Crescimento 30,0 0,0 0,5 40 -
EM-24 Crescimento 30,0 0,0 0,5 40 -
EM-25 Crescimento 0,0 30,0 0,5 40 -
EM-26 Acuimulo - 100,0(sol) - 40 -
EM-27 Crescimento 0,0 30,0 0,5 40 -
EM-29 Acuimulo - - - 40 90,0(sol)
EM-30 Acuimulo 87,2(sol) 87,2(sol) - 40 74,5(sol)
EM-31 Acuimulo 50(sol) 50(sol) - 40 67,5(sol)
EM-34 Crescimento 3,0 2,2 0,5
Acimulo (bat) - - - 40 2,0
EM-35 Crescimento 12,3 11,8 0,5 40 -
Acumulo (bat) 6,0 6,0 - 40 2,0
EM-37 Crescimento 5,3 4,7 0,3 40 -
Acumulo (bat) 4,0 4,0 - 40 0,0
EM-39 Crescimento 5,4 4,9 0,4 40
Acumulo (bat) 4,0 4,0 - 40 0,0
EM-40 Padrdo
EM-41 Acumulo (inib) 51,3(sol) 51,3(sol) - 40 45,6(sol)
EM-42 Crescimento 1,2 0,0 0,5 40 1,3
EM-43 Acumulo (inib) 51,3(sol) 51,3(sol) - 40 45,6(sol)
Condicdes experimentais de um Ensaio Padrao
Nome Fase do Processo | Glicose Frutose Nitrog. O.D.(20) Ac,
(g/L) (g/L) (g/L) prop.(g/L)
EP-06 a | Crescimento 15,0 15,0 0,5 40 -
EP-16 Acumulo 51,3(sol) | 51,3(sol) | - 40 45,6(sol)
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Otimizacao Matematica de Processos Biotecnologicos

Nome Etapa de Crescimento Etapa de Acumulo
Batelada/batelada alimentada (batelada alimentada)
EMAC-02 30g/L X, 192,299/L S,(glicose)
3 bateladas de agucares 192,29¢/L Sy(frutose)
170,90¢/L Ss(&c .prop.)
F1=2,5 g/min
EMAC-03 30g/L X, 192,299/L S;
3 bateladas de agUcares 192,29¢/L S,
170,90g/L S5
F;=2,5 g/min
EMAC-04 30g/L X, 288,44g/L S,
3 bateladas de agucares 288,449/L S,
256,350/L Ss
F;=2,5 g/min
EMAC-05 609/l X, Somente crescimento
5 bateladas
EMAC-06 609/L X, 256,390/L S;
2 bateladas +1batelada alimentada 256,39¢g/L S,
227,89g/L Ss
F,=3,3g/min
EMAC-07 60g/L X, 248,30g/L S;
2 bateladas +1batelada alimentada 248,79/L S,
227,890/L Ss
F,=3,3g/min
EMAC-08 60g/L X, 237,00/L S;
2 bateladas +1batelada alimentada 234,5¢g/L S,
227,89g/L Ss
F1=4,6g9/min
EMAC-09 60g/L X, 256,50/L S;
2 bateladas +1batelada alimentada 256,5g/L S,
130,5¢/L Ss
F1=4,8g/min
EMAC-10 60g/L X, 205,0g/L S;
2 bateladas +1batelada alimentada 210,4g/L S;
130,5g/L Ss
F;,=3,3g/min
EMAC-11 609/L X, 205,00/L S;
2 bateladas +1batelada alimentada 210,4g/L S,
F;=4,4g/min
EMAC-12 60g/L X, 296,8g/L S;
N lhataladAace 1t 1hataladAa alirmantad-a 07 D~/ ©C
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Otimizacao Matematica de Processos Biotecnologicos

| Bowba 1 (CGlicose+Fratose)
1

Reator
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Otimizacao Matematica de Processos Biotecnologicos

Modelo matematico proposto
V¢

dt

dt

S3 Sy ni5i
exp (-Kq5i S X
2 ][K13+S3][K14+S4][ p (-K15i S5 ) Xy

1Ci

L= 11, max (M1, max +B1

UIOL1+OLI
P/, F
L TP +Ryv
pm v 1HRav2
S S 1 .
R2 = n2Eo[ C 2 1 4 o I—575 o 1[exp(—K 254 S5"251)] X
Koc +Sc + Kog+Sg+—F—— X
Ko (K24i +54) t
, - 12 max (Hz,max +B2)
OL2+OL§
dPy
—2 _-__p, +Rgv
ot 2 +R3v)
S S 1
R3 = n3Eal I e X
S,% (Kpg) P
K35+S5+ K34+S4+7 Xt
(Kzsi +S4)

- 13, max (M3 max +B2)

*
oo +a2

Xt =Xr +P1+P2
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Otimizacao Matematica de Processos Biotecnologicos

Definir o mntervale e o mimero de discretizagdes:
n= If-tQ .
At Iteragio m=0

l

Drefinir o wetor dails) varibwvel(s) de controle:
sk, w1y, w1

N

4
Integrar o conjunto de equactes diferenciais:
Calcular fx)

Aplicar um método de ij-m gramagio nio insar
para fiu) e obter ﬂuk( 1]

Incrementar v wEY (i) = nk (13 +auk(i)
Il

W Checar a conwergéncia |

SitT




Otimizacao Matematica de Processos Biotecnologicos

Algoritmo TOMP

| Entrada: =0

d TOME:
Entrada zk
Saida fzk), Afizl ) gl k),ﬁ\.g(}i ky

SL3QF:
Entrada: f{xkj, &f{xk},gﬁxk},ﬁg(x k)

Saida zktl

Testar convergéncia

Salda: xz*




Otimizacao Matematica de Processos Biotecnologicos
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Otimizacao Matematica de Processos Biotecnologicos

F2 (L/h)
o

°o 5 ©

o = o

—_ (8] N
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Tempo(h)
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0 1 1

Perfil das vazdes de alimentagao de nitrogénio (F,) e do acido propibnico (F;) ao longo do tempo
(10%mol 3HV em HA).



Otimizacao Matematica de Processos Biotecnologicos

F1 (L/h)
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Otimizacao Matematica de Processos Biotecnologicos

Xt, Xr, P1 (g/L)

120

100 -

80 -
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40 -

20 1

Tempo (h)
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a)

b)

Otimizacao Matematica de Processos Biotecnologicos

O resultado pratico do protocolo preliminar da produtividade de PHB implementado em malha
aberta no laboratorio alcancou o valor de 2,21gPHB/Lh,ue o valor do protocolo
inicial do processo (1,4gPHB/L.h) empregado pela Copersucar para o célculo da analise

econdmica;

O protocolo de processo para maximizar a produtividade do copolimero P(3HB-co-3HV) com o
teor minimo exigido de 10mol% ou de 15mo|%té entdo adotada quando
iniciou a producdo do polimero PHB antes da producéo simultanea dos monémeros 3HB e 3HV.
Os resultados de ambas as produtividades do copolimero de 2,56gPHA/gL (10mol%) e 2,16

gPHA/gL (15mol%), apesar de teoricos, sdo superiores aos mostrados na literatura;
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Otimizacao Matematica de Processos Biotecnologicos

I A 3 XiVEIS APLICADA AOQ AJUSTE DE
OTIMIZACAO DA TECNICA DOS POLIEDROS FLE
PARAMETCROS DE MODELOS MATEMATICOS DE PROCESSOS FERMENTATIVOS

R.A.M.Piccoli, W.P.Valdez, E.F.P.Augusto, A.Bonomi.

Instituto de Pesquisas Tecnologicas do Estado de Sio Paulo S.A.-[PT. Divisio de
Quimica. Agrupamento de Biotecnologia.

A. Equacdes de balango — Variéveis de estado;
1. Volume do vinho em fermentagdo na dorna (V);

v _ (1)
dt

2. Concentragdo de células de levedura viaveis (X);
dX F )

o, ——*X
dt X v

3. Concentragdo de etanol (P);

dxdP_ F (3)
dt dt © Vv

4. Concentracdo de glicerol (G);
dG F (4)

2o - *G
dt ¢ v

5. Concentracdo de sacarose (S);

d—S—g*(csfs)frs )

6. Concentracdo de glicose (Sy);

ds, F, 6
E:V (Csl_sl)_rsl ©)
7. Concentragéo de frutose (S,);

ds, F 7
T;:V*(Csz_sz)_rsz ( )



Otimizacao Matematica de Processos Biotecnologicos

B. Equacdes Cinéticas;

1. Velocidade de crescimento das leveduras viaveis (ry);

r. = KPX | /’lmlx'sl ¥ /umZX'SZ X (8)
* pr+P Kslx +Sl Kst +SZ +SZZ/Kix

2. Velocidade de producéo do etanol (rp);
ro= Kpp ymlp'sl + IumZp'SZ p (9)
" KPP+P . Kslp +Sl KsZp +SZ +822/Kip .

3. Velocidade de producéo do glicerol (rg);
o= K Py Hmyg S . Hmag S, 4 Hinsg S X (10)
¢ Ky +P [ Kyg+S Ky +S, +87/K,, Ky +S

4. Velocidade de consumo do sacarose (rs);

V.. 11
ry = 1 1 n-S X ( )
YslsZs Km +S
5. Velocidade de consumo de glicose (rs1);
K 12
M = T P A S A (12)
K, +S Yo Kp+P Ko +S

i* Kpp *'umlp'sl *X |+ 1 * KPQ *ﬂmlg'sl * X
Ypsl KW+P &m+& Y KW+P &m+&

gsl



Otimizacao Matematica de Processos Biotecnologicos

1. Velocidade de consumo de frutose (rs).

V_.S V_.S
ry = 1 | — Xrg, =| ———*X |+
Yaes J\ K, +S K, +S
1 pr * lumZX'SZ *X]+

Yxsz pr +P Kst + S2 + S22/K|><

1 * Kpp * /JmZp'SZ *X]'i'

*

Yoo Ko +P K, +S,+8/K,

1 * Kpg * /umZQ'SZ *X
Yoo Ko +P K, +S,+82 /K,

(13)
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Otimizacao Matematica de Processos Biotecnologicos

METABOLIC MODELING OF Drosophila melanogaster CELLS UNDER THE
BALANCED GROWTH CONDITION

Piccoli R.A.M.!, Batista F.R.X.2, Moraes A.M.?, Barral M.F.2, Aguiar M.A.}, Léo P.* and
Augusto E.F.P.}

1. Laboratory of Industrial Biotechnology, IPT , S.Paulo, SP, Brazil.

2. School of Chemical Engineering/State University of Campinas, Brazil.

3. Santo André Foudation, S. André, SP, Brazil.

c ATP:’I
2NADPH + €O,
Erytrose-d4- . Ribose-5-phosphate +—=_ Glucose-6-Phosphate
phosphate 1
Fructose-6-Phosphate
ATPD
Dihydroxy-acetone
o
Glycerol — phosphate —_— Glycerdizhyde phosphate
NADH NADH“+*ATP
3-Phosphoglycerate
Phosphoenolpyruvate
s *CATP
PYT“"atlE TU; Lactate
. ) |
Purine ¢ NADHl
N EE— Ccoz €0z T~ Ethanol
Acetyl-Coa "GN _
Pyrimidine ¢ l Alanine
—— | = 4
, Oxaloacetate Clirate
NADH " Isocitrate
- A\wco,
Malate NADH
Aspartate o—Ketoglutarate ]
N t 8 |7 NH4+
NH4+ Fumarate NADH <'Cc'z | r +Glutamate
Succinyl-CoA ! ! ~
Glutamate -~ FADES ¥ I I ‘.-"[ NH4+
6 ~ Succinate 1 | .
AN L
|

L — _— o = e = e — e — — — — —
i
— |0t— Ketoglutarate -
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Otimizacao Matematica de Processos Biotecnologicos

Saida do Metatool
Reacobes Globais

Reacdes correspondentes

R1 - GLN + NADH = NH4

V15: Glutamato = NH4 + a-cetoglutarato
V18: Glutamina + a-cetoglutarato + NADH = Glutamato

R2 -GLC =6C0O2 +
10NADH + 2FADH2

V1: Glicose = Glicose 6-Fosfato

V2: Glicose 6-Fosfato = Gliceraldeido 3-Fosfato + Dihidroxiacetona Fosfato
V4: Dihidroxiacetona Fosfato = Gliceraldeido 3-Fosfato

V5: Gliceraldeido 3-Fosfato = Piruvato + NADH

V8: Piruvato = CO2 + Acetil-CoA + NADH

V9: Acetil-CoA + Oxaloacetato = Citrato

V10: Citrato = CO2 + a-cetoglutarato + NADH

V11: a-cetoglutarato = CO2 + Malato + NADH + FADH?2

V12: Malato = Oxaloacetato + NADH

R3 - GLC + 2GLN = 2ALA

V1: Glicose = Glicose 6-Fosfato

V2: Glicose 6-Fosfato = Gliceraldeido 3-Fosfato + Dihidroxiacetona Fosfato
V4: Dihidroxiacetona Fosfato = Gliceraldeido 3-Fosfato

V5: Gliceraldeido 3-Fosfato = Piruvato + NADH

V7: Piruvato + Glutamato = Alanina + NADH

V18: Glutamina + a-cetoglutarato + NADH = Glutamato

R4 — GLC = 2LAC

V1: Glicose = Glicose 6-Fosfato

V2: Glicose 6-Fosfato = Gliceraldeido 3-Fosfato + Dihidroxiacetona Fosfato
V4: Dihidroxiacetona Fosfato = Gliceraldeido 3-Fosfato

V5: Gliceraldeido 3-Fosfato = Piruvato + NADH

V6: Piruvato + NADH = Lactato

Tabela 1: Velocidades especificas de consumo de substratos e formacao de produtos.

HGcLc HGLN HLAC HNH4 HALA
(mmol/d.10%&él)  (mmol/d.10%c4l) (mmol/d.10%cél) (mmol/d.10%cél) (mmol/d.10%cél)
0,9067 0,3163 0,0121 0,2068 0,0986
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[09067] [0 -1 -1 -1]
R1— GLN + NADH = NH4 a, a, =0,2104
R2 - GLC = 6CO2 + 10NADH + 2FADH2 | | 03163 | -1 0 -2 0} o = 0.8495
R3 — GLC + 2GLN = 2ALA 00121|=/0 0 0 2| 2|=| %2
R4 — GLC = 2LAC 0,2068 1 0 0 0 as dz = 0,0511
8.4 8.4 = 0,0061
100986] [0 0 2 0]

dGLC X*GLC X*GLC . X*GLC*GLN
dt kg, +GLC kg, +GLC (kg5 +GLC)*(kn, +GLN)
dGLN _ __ , X*GLN .. X*GLC*GLN
dt ' kn, +GLN * (kgs +GLC)* (kn, +GLN)
dLAC . X*GLC
- =2 a4 r—_
dt kg, +GLC
dNH4 _ , X*GLN
dt ' kn,+GLN
dALA . X*GLC*GLN
dt * (kg + GLC)*(kn; + GLN)
dx
_— *X
at K
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METABOLIC MODELING OF Drosophila melanogaster CELLS UNDER THE
BALANCED GROWTH CONDITION

Piccoli R.A.M.', Batista F.R.X.%, Moraes A.M.”, Barral ML.F.?, Aguiar M.A.", Léo P." and
Augusto EF.P.!

1. Laboratory of Industrial Biotechnology, IPT , S.Paulo, SP, Brazil.
2. School of Chemical Engineering/State University of Campinas, Brazil.
3. Santo André Foudation, S. André, SP, Brazil.
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Figura 3 - Dados experimentais (*) e simulados (-) das variaveis: glicose (GLC), glutamina (GLN),
amonia (NH4), lactato (LAC), alanina (ALA) e Célula (X) ao longo do tempo em dias (d).
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