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Resumo

Fontes alternativas de energia renovavel para substituir o uso de combustivel fossil vém sido estudadas.
Entre eles, a produgdo de etanol a partir de processos fermentativos de matérias-primas renovaveis
baseadas em carbono € atrativa por ser uma op¢do mais limpa e viavel. Estes processos fermentativos
podem e devem ser aperfeicoados de maneira continua e existem diversas formas de modela-los. Uma
das maneiras mais Uteis de analisar processos € o desenvolvimento de modelos matematicos do processo.
Visto isso, este trabalho o desenvolvimento e simulacdo do processo de fermentagdo da produgédo do
etanol do caldo da cana-de-agUcar a partir as rotas metabdlicas, sendo implementado usando-se o
software livre Dynetica.
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como 0s micro-organismos utilizados na

fermentagdo [1]. Micro-organismos podem ser
de considerados  como pequenas industrias,
controladas pelo seu metabolismo através de uma
rede de reacfes bem reguladas, que quase nunca
produz uma substancia a mais do que o necessario
[7]. Entdo, a melhoria do desempenho de um
micro-organismo pode ser alcancada através da
otimizacdo e maior entendimento de sua rede
metabdlica ou a introducdo de uma nova rota
metabdlica atraves de modificacdes genéticas, um

1 INTRODUCAO

Problemas causados pelo uso
combustiveis de fonte fdsseis induzem ao
desenvolvimento de bioprocessos sustentaveis
[1]. O uso de combustiveis derivados do petréleo
resulta em uma grande emissdo de CO2, 0 que
representa uma grande contribuicdo para a
emissao total de gases do efeito estufa (GEE) [2].
Atualmente, o bioetanol é o biocombustivel
dominante, com sua maioria sendo produzida nos

Estados Unidos e no Brasil, utilizando milho e
cana-de-acgUcar como matéria-prima,
respectivamente [2,3]. Os custos de matéria-
prima, especialmente do milho, a producdo e a
reducdo de emissdo de gases GEE leva a um
debate continuo sobre a utilizacdo de
biocombustiveis [4]. No Brasil, ndo ha duvida de
que a dependéncia de combustiveis derivados de
petréleo tem diminuido devido ao continuo
desenvolvimento e aperfeicoamento da industria
de alcool e acgucar, que aléem do etanol produz
bioeletricidade, polimeros e até mesmo alimentos
para consumo humano e animal [5,6].

Uma maneira de aperfeicoar o bioprocesso é
estudar o agente de transformacdo utilizado,

método que precisa de grande conhecimento de
genética e metabolismo [1,2]

A cinética de fermentacdo pode ser
analisada de duas maneiras: pelo consumo de
substrato ao longo do tempo ou pela formacao de
produto ao longo do tempo. Assim:

ds

E = velocidade de consumo de substrato Q)
t

dP _ X

E = velocidade de producéo de produto 2
t
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Em um grafico de Substrato (S) ou
Produto (P) pelo tempo, tais velocidades sé&o
dadas pela inclinagédo da reta tangente a curva no
instante t, como mostra a Figura 1.
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Figura 1 — Comportamento das concentragdes
de substrato e produto em funcdo do tempo.

Como a concentracdo de
microorganismos ndo é constante com o tempo e
baseando-se na hipétese da existéncia de uma
proporcionalidade entre a concentragdo de
complexo enzimatico que realiza a transformacao
e a concentracdo de microorganismo que contem
este complexo, surge o conceito de velocidade
especifica, que pode ser aplicado tanto ao
substrato quanto ao produto ou microorganismo.

1 dX
=—— 3
Hyx X dt (3)

1 dS
=—— 4
Hs X dt (4)

1dP
=—— 5
Mo =%t ®)

Da mesma forma, pode-se fazer um
grafico da velocidade especifica contra o tempo e
determinar os periodos de tempo em que a
velocidade é maxima, seja para crescimento de
ceélula, seja para producao de produto.

Uma das formas de se aumentar a
producdo do etanol é aumentar a eficiéncia do
processo de fermentagdo. Para tal, faz-se

necessario ter-se o modelo do processo. A
modelagem pode ser empirica (caixa preta) ou
fenomenoldgica. Em processos bioguimicos,
normalmente temos a mistura das duas
abordagens, a chamada modelagem mista. Uma
vez que geralmente temos a forma das equagdes,
derivadas de conhecimentos tedricos, e
constantes a determinar, que podem ser obtidas a
partir de dados experimentais. Pode-se chamar de
“macro” a forma de se modelar os processos
biogquimicos com equacBes diferenciais que
envolvem o produto (P), o substrato (S) e o
microrganismo (X), estes modelos servem e
serviram para avancos nestes estudos.

Modelos mateméticos podem simular o
comportamento dindmico e complexo do
metabolismo  celular. Modelos de rotas
metabolicas consistem em reagdes enzimaticas
descritas através de sua estequiometria, fluxo de
reacao e constantes cinéticas (algumas constantes
cinéticas precisam de um modelo adquirido em
literaturas, mas normalmente elas estdo
incompletas, incompativeis ou simplesmente
inexistentes) [14]. Sendo assim, a maioria dos
modelos matematicos de rotas bioquimicas foi
desenvolvida baseada em dados coletados de
diferentes fontes [10,14].

Hoje, com o avanco do conhecimento das
rotas metabdlicas e no processamento dos
computadores um tipo de modelagem “micro”
tem sido largamente investigado, aquele que usa
0 equacionamento das rotas metabdlicas. Neste
trabalho estabeleceu-se a condicdo de modelar o
processo de producdo do etanol usando rotas
metabdlicas e para auxiliar esse controle fez-se o
uso do software Dynetica, que € um software
livre.

2 PARTE EXPERIMENTAL

Uma rota metabolica é uma rede complexa de
reacbes ocorrendo simultaneamente. Para
exemplificar, um esquema de modelo ramificado
da glicdlise que sera utilizado consiste de trés
reacOes, conforme figura 2. O software utilizado
para esta etapa foi 0 Dynetica e as etapas seguem
de acordo com as descric¢Oes abaixo.
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Figura 2 — Rota metabdlica de fermentagédo
alcoodlica
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De inicio, criou-se um modelo de rea¢éo, no menu
New e foi definido um nome para o sistema. Um
sistema em branco apareceu, nesta janela o painel
esquerdo mostrava a exibicdo de arvore-estrutura
da rede e no painel da direita exibia-se uma
representacdo grafica. Havia uma lista de

parametros no painel a esquerda; o parametro
“Time” ja vem com 0 programa e este parametro
ndo deve ser modificado ou excluido, pois isso
pode corromper o arquivo de entrada.
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Figura 3 — Imagem inicial do Dynetica

Na linguagem do programa, cada substancia
representa um componente da reacdo: reagente,
produto, catalisador, etc. Para criar uma
substancia, clicou-se na flecha para baixo ao lado
do “New” inferior, em “Substance” e adicionou-
se um nome, por exemplo A. Depois disso um no
azul, correspondente a este “A” criado, apareceu
no console principal. Aprendeu-se a fechar a
janela do editor clicando no canto superior direito
da caixa e reabrindo com um duplo clique no n6
correspondente.
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Figura 4 — Nodo da Substancia
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Estudo e aprendizado da opcdo Progressive
Reaction do programa Dynetica, que serve para
modelar uma reacdo simples que converta uma
substancia em outra; em seguida, clicou-se no
mesmo botdo de combinacdo usado para criar a
substancia, mas selecionou-se a opgéo
Progressive Reaction. Inseriu-se o parametro kK,
que representa a velocidade especifica da reacdo
ou constante de velocidade. Ha uma lista de
parametros no lado esquerdo da janela principal.
A reacdo na interface grafica aparece como uma
seta encaixotada. A linha verde indica que a
producdo da substancia, a linha vermelha
representa 0 consumo da substéancia, e uma linha
tracejada indica que a substancia cinza afeta a
cinética da reacdo. Os parametros podem ser
definidos antes do tempo desde que eles sdo
gerados automaticamente quando a reagdo é
formada. As substancias também podem ser
omitidas antes de criar a reacao, e 0 programa ira
adiciona-los automaticamente. No entanto,
reconheceu-se que o layout gréafico de nos e
reacbes em algumas plataformas fica de forma
mais confusa, portanto o recomendado é que as
substancias sejam criadas antes das reacGes que
participam.

Verificou-se que as reacdes sdo classificadas em
dois tipos nesse programa: reacdes progressivas
ou reacOes equilibradas e algumas opcgbes sao
fornecidas, como Progressive Reaction, Mass
Action, Decay e Michaelis-Menten, cada uma
delas requisitando 0s parametros respectivos.
Também ha possibilidade de formular as
expressGes cinéticas. Para criar uma nova
expressdo, utilizou-se o botédo de combinagéo na
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parte inferior da pagina e selecionar Expression
Variable. A secdo Expressbes do apéndice
fornece uma lista das operacbes e funcGes
compreendidas pelo Dynetica dentro dessa
estrutura. Para executar o modelo, clicou-se no
botdo Iniciar na barra de Simulagdo na parte
superior da tela e, em seguida, no botdo Plot ao
lado dele. Estas opcgOes, juntamente com a
maioria dos outros mencionados abaixo estdo
disponiveis no Menu Simulacdo da barra de
menus. Uma janela de simulagdo contendo o
comportamento dependente do tempo de
substancias no sistema aparece na tela. Por
padrdo, o Dynetica usa uma variavel de tempo
etapa 4% ordem algoritmo de Runge-Kutta
(identificado como "RungeKuttaFehlberg™), que
é implementado com base na descricdo de
numericos. Para acessa-lo, clicou-se no botéo de
cima na barra de Simulagdo ao lado do rétulo
"Algoritmo” e selecione a op¢do RungeKutta4.

Na parte de simulacdo, o Dynetica pode também
modelar a dindmica do sistema, considerando-se
cada reacdo como uma etapa individual que tem
uma certa probabilidade de que ocorra durante um
intervalo de tempo amostrados. Este tipo de
analise é relevante para os sistemas que envolvem
um baixo nimero de moléculas de reagentes e
produtos. Matematicamente se manifesta através
do algoritmo denominado Gillespie e estocastica,
porque a presenca de uma probabilidade igual
qualquer reacdo disparando em qualquer
momento no tempo introduz uma aleatoriedade
para a simulacdo ndo é possivel dentro de
simulagbes  deterministas.  Trés  métodos
particulares de realizacdo do algoritmo de
Gillespie estdo disponiveis em Dynetica para
modelagem estocastica. No mesmo botdo de
combinacdo, onde as opg¢des de modelagem
deterministicos foram localizados, tendo-se as
seguintes opgdes: Direct Method, Optimized
Direct Method ou First Reaction Method. O
Direct Method, o método mais comum para
implementar o algoritmo Gillespie, opera com
base em uma escolha aleatoria de reacdes com
probabilidades de reacdo que redefinem a cada
iteracdo da etapa de tempo.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Fez-se entdo a insercdo das substancias que
participam do processo de fermentacdo no
Dynetica, gerando um nodo para cada substancia.
Por conveniéncia, 0s nodos foram nomeados da

seguinte forma: glicose = S; &cido piravico = Pir;
acetaldeido = A; etanol = EtOH. Para os valores
iniciais de tais substancias, tem-se que apenas o0
valor inicial da glicose difere de 0, pois apenas ela
se encontra presente incialmente no meio. Para
fins deste trabalho, considerou-se uma
fermentacdo cuja concentracdo inicial de
substrato é 30 g/L de glicose, ou 0,1665 mol/L de
glicose.

Tendo as substancias em maos, adicionaram-se as
reacOes. Todas as reacOes serdo consideradas
como progressivas. No caso de reagdes
metabolicas, tal como no caso da cinetica
enzimatica, consideraremos que as reacdes séo de
primeira ordem. Assim, para a primeira reacao,
R1, que transforma um mol de glicose em dois
mols de acido piravico, para uma cinética tipo k1
* [S], consideremos uma constante cinética baixa,
visto que uma elevada constante dessa reacéo,
causaria uma conversao imediata de toda glicose
no meio, 0 que ndao se verifica
experimentalmente. Partindo dos dados de Acorsi
(2012), temos que essa quantidade de glicose
deve ser consumida em aproximadamente 75
minutos. Isso levou ao uso de k1 = 0.07. A reacéo
do 4acido piravico em acetaldeido e a reacdo do
acetaldeido em etanol ndo devem ser lentas, pois,
nesse caso haveria acimulo dessas substancias no
interior da célula. Para as reacGes R2 e R3 entéo,
propods-se k2 = k3 = 1.0.

Entende-se por resultados a informacéo
pertinente aos dados coletados e analisados,
abrangendo estudos de caso.
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Figura 7 - Configuracéo da reacéo 3.

Apoés definidas as substancias e reagdes, o
seguinte nodo aparece na area de trabalho do

Dynetica:
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Figura 7 - Nodos reacionais.

Ao clicar em “Plot” e definir os parametros
graficos de acordo com o preferido, o programa
simula a reacéo e, neste caso, forneceu o seguinte

resultado:
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Figura 8 - Producdo de etanol por via

metabdlica.

4 CONCLUSAO



O processo pode ser modelado e simulado
com o uso do software Dynetica. Dentro da
proposta de auxiliar na modelagem de uma rota
metabdlica para o processo de fermentacdo, o
programa correspondeu as expectativas e o
rendimento atingido foi o esperado para casos de
fermentacdo sem inibicao.
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