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RESUMO

Os processos biotecnolégicos ou Bioprocessos
necessitam de maiores cuidados do que a maioria dos
processos quimicos comuns devido, principalmente, a
sensibilidade a variag¢des nos estados do sistema como, por
exemplo, temperatura e concentragdo. O crescente aumento da
importédncia dos Bioprocessos e a maior dificuldade em seu
controle e simulacdo resultaram na procura e utilizacdo de
novas ferramentas como a Inteligéncia Artificial (IA) .
Inteligéncia Artificial é uma parte da ciéncia da computacgdo
relacionada ao projeto de sistemas computacionais
inteligentes. Nos ultimos anos houve um aumento substancial
do uso de ferramentas de IA tais como Redes Neurais
Artificiais (R.N.A), Sistemas Especialistas e Légica Fuzzy
no controle e simulacdo de Bioprocessos. Este trabalho teve
como objetivo o desenvolvimento de um software que atue como

um assistente, auxiliando na simulacdo de Bioprocessos. O

Bio-PSA (BioProcess Simulation Assistant) possuil quatro
médulos:
= Médulo 1l: Simulacéo de Bioprocessos, incluindo

funcionalidades para simulacdo de producgdo de etanol e

dextrana, ambos com modelagem normal e hibrida.

= Médulo 2: Simulacgdo de processos para purificacdo de

proteinas, incluindo a modelagem de processos baseados

no modelo CARE (Continuous Affinity Recycle
Extraction) .
= Médulo  3: Sistema Especialista e uma Dbase de

conhecimento que auxilia o wusudrio no design de

processos biotecnoldgicos.
= Médulo 4: Software para treinamento de R.N.A.

Palavras—-chave: Biorreator, Processos Biotecnoldgicos,
Bioprocessos, Sistema Especialista, Redes Neurais
Artificiais.
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ABSTRACT

The biotechnical processes or Bioprocesses require
larger cares than common chemical processes due, mainly, the
states of the system variations sensibility, for example,
temperature and concentrations. The increasing raise of the
Bioprocess importance and the largest difficulty in its
control and simulation resulted in the search and use of

Artificial Intelligence (AI) tools.

Artificial 1Intelligence 1is a part of the computer
science related to the project of intelligent computational
systems. In the last years there was a substantial increase
in the use of AI tools such as Artificial Neural Networks
(A.N.N), Expert Systems and Fuzzy Logic in the Bioprocess

control and simulation.

This work had the objective of the development of
software that acts as an assistant, aiding in the Bioprocess
simulation. The Bio-PSA (BioProcess Simulation Assistant)

has four modules:

. Module 1l: Bioprocess simulation, including
applications for simulation of ethanol and
dextran production, both with normal and hybrid

modeling.

) Module 2: Simulation of proteins purification
processes, including processes modeling based in
the CARE (Continuous Affinity Recycle

Extraction) model.

= Module 3: Expert System and a knowledge Dbase

that aids the user in the Bioprocesses design.
. Module 4: Software for A.N.N training.

Keywords: Bioreactor, Biotechnical Processes,

Bioprocess, Expert System, Artificial Neural Networks.
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caPiTULO 1

1. INTRODUGAO

1.1. IMPORTANCIA E OBJETIVO

A capacidade dos bioprocessos em transformar matéria-
prima de baixo custo em produtos de maior valor agregado fez
sua importédncia crescer nos Ultimos anos. No entanto seu
projeto e controle requerem maior cuidado gue um processo
quimico comum, uma vVvez dque 0SS Bioprocessos sao muito
sensiveis a wvariag¢des nos estados do sistema como, por

exemplo, temperatura e concentragdo.

Nos ultimos anos houve um aumentou substancial do uso
de ferramentas de Inteligéncia Artificial tais como Redes
Neurais Artificiais, Sistemas Especialistas e Ldégica Fuzzy
no controle e simulagdo de Bioprocessos. Inteligéncia
Artificial é uma parte da ciéncia da computacdo relacionada

ao projeto de sistemas computacionais inteligentes.

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de
um software que atua como um assistente, auxiliando na
simulacdo de Bioprocessos para tomada de decisdes quanto a
operacdo e projeto. Foi desenvolvida a estrutura bésica do
software de modo que novas versdes deste possam acrescentar
Nnovos processos e novas regras para o Sistema Especialista.

O software ¢é denominado Bio-PSA (BioProcess Simulation

1
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Assistant). A seguir ¢é feita a descrigcdo dos mdédulos

existentes:

MODULO 1: A Simulacdo de Bioprocessos. No estédgio
atual de desenvolvimento possui funcionalidade para
simulacdo de producgcdo de etanol e dextrana. A produgdo de
etanol é por via fermentativa utilizando-se o microrganismo
Saccharomyces cerevisiae. O primeiro processo consiste de
quatro reatores de mistura perfeita ligados em série com
reciclo de células. Este processo ¢é amplamente utilizado

pelas usinas do Estado de Sao Paulo sendo as informagdes

obtidas wvalidadas industrialmente (Andrietta e Maugeri,
1994). O segundo é um processo de fermentacdo extrativo com
a presenca de uma unidade “Flash” a vacuo (SILVA, 1998). A

producdo de dextrana ¢ feita por um processo similar ao
processo CARE (Continuous Affinity Recycle Extraction,
PUNGOR et al. (1987)). O primeiro processo para producgdo de
etanol e a produgdo de dextrana possuem a opg¢ado de simular
um modelo hibrido com a wutilizacdo de Redes Neurais
Artificiais.

MODULO 2: Funcionalidade para simulagd&o de processos
para purificagdo de proteinas. Contem o processo CARE dgue
combina adsorgdo de afinidade e tecnologia de membranas onde
a matriz adsorvente ¢é recirculada entre os estdgios de

adsorgao, lavagem e eluicéo.

MODULO  3: Sistema Especialista e uma Dbase de
conhecimento para auxilio na operacgdo e design de processos
biotecnoldgicos. 0 usudrio é guiado pelo Sistema
Especialista para a coleta de dados iniciais para o projeto

e design geral de biorreatores.

MODULO 4: Funcionalidade para treinamento de Redes
Neurais Artificiais utilizadas no desenvolvimento de modelos

hibridos e “caixa preta”.

Todo software foi desenvolvido utilizando-se os

compiladores Borland Delphi Professional 6.0, da Borland
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Software Corporation, e Compaq Visual Fortran Professional
Edition 6.6, da Compag Visual Corporation. De maneira
resumida pode se dizer que a parte grafica foi desenvolvida
em Delphi e os cdlculos matemdticos em linguagem Fortran. A
seguir é apresentado um resumo da organizagcdo desta

dissertacéo.

1.2. ORGANIZAGAO DA TESE

Apresentam-se a seguir os principais assuntos

abordados neste trabalho.

O capitulo 2 aborda os principais conceitos utilizados
no trabalho. Uma breve revisdo sobre Bioprocessos, produgdo
de etanol e dextrana, purificacdo de proteinas, Sistemas

Especialistas e Redes Neurais Artificiais é apresentada.

A representagdo matemdtica dos modelos utilizados nos
médulos do Bio-PSA é mostrada no capitulo 3. Séao
apresentados modelos para simulacdo de producgdo de etanol e
dextrana e purificacdo de proteinas. Conceitos matemdticos
sobre Bioprocessos de modo geral, Sistema Especialistas
(S.E) e Redes Neurais Artificiais (R.N.As) s&o mostrados na

revisdo da literatura (Capitulo 2).

O capitulo 4 tem como objetivo a apresentacdo do
software Bio-PSA. Nos capitulos seguintes s&o apresentados

de maneira mais detalhada os médulos desenvolvidos.

O enfoque do Capitulo 5 é o modulo de simulagdo de
Bioprocessos tendo como estudo de caso a producdo de etanol

e de dextrana.

Encontra-se no Capitulo 6 a simulagcdo de processos
para purificagcdo de proteinas tendo como caso de estudo o
processo CARE e mais trés variagdes: Sistema CARE de trés
estdgios, sistema CARE de dois estdgios com eluigcdo em
reator pistonado e sistema CARE de trés estdgios com eluigédo
em reator pistonado. Todos os sistemas, acima citados, estao

habilitados para a simulacdo da purificacdo das proteinas
3
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lipase e lisozima. Para o caso de outras proteinas devem-se

alterar os respectivos dados cinéticos.

A funcionalidade de criacdo de S.E (médulo 3) e uma
base de conhecimento para auxilio no projeto de processos

biotecnolégicos sdo apresentados no Capitulo 7.

O mdédulo 4 ¢é apresentado no Capitulo 8 e inclui a
funcionalidade ©para treinamento de R.N.A. Esta R.N.A
trabalha com o algoritmo de treinamento chamado
Backpropagation, possui um nuUmero varidvel de camadas e de
neurdénios, dentre outras caracteristicas explanadas no mesmo

capitulo.

As consideracdes finais e sugestdes para trabalhos

futuros estdo sumarizadas no Capitulo 9.



cAPITULO 2

2 . REVISA0O BIBLIOGRAFICA

Prefacio

Este capitulo apresenta de forma simplificada a teoria
dos assuntos discutidos e aplicada neste trabalho. @)
primeiro item 2.1 traz os conceitos bdsicos de processos
biotecnolégicos com enfoque nos assuntos relacionados a base
de dados utilizada no Sistema Especialista contido no
software Bio—-PSA. A produg¢do de etanol é detalhada no item
2.2. Uma breve explanacédo sobre os processos para
purificacdo de proteinas é apresentada no item 2.3. O item
2.4 discute aspectos gerais da produg¢do de dextrana. O item
2.5 contém os conceitos bdsicos sobre Inteligéncia
Artificial seguido do item 2.6 que aborda as Redes Neurais
Artificiais, que fazem parte de outro médulo do software
Bio-PSA. Finalizando, no item 2.7, a teoria sobre os

Sistemas Especialistas e seu modo de operagdo.

2.1. PROCESSOS BIOTECNOLOGICOS

2.1.1. Projeto de biorreatores

O objetivo do projeto de reatores, de modo geral, é de

se obter dados sobre o seu tamanho, tipo e modo de operacao
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para uma finalidade especifica. A selecdo e projeto de
biorreatores incluem uma série de decisdes que englobam
tépicos de microbiologia e bioquimica bédsica a engenharia de
processos e “marketing”. Deseja-se obter um comportamento
6timo do sistema bioldégico operando a um custo minimo e
maximizando a produtividade e rendimento do Bioprocesso.
ASENJO e MERCHUK (1994), sugerem um esquema (Figura 2.1) com

passos a serem seguidos para o projeto de biorreatores.

[Exigéncias do Produto]

/{Identiﬁcat;.éo do Sistema Biolbgico ]

Restrigoes no

Upstream Estequiometria e Projeto do Meio

s ETE Restrighes de transferéncia
Cinética de massa a calor

SEIEQED do Tipo de Biorreator Restrigoes no Downstream
X
Taxas de transferéncia F . ] -
de massa e calor ijeto do Sistema
Instrumentacao
& Conlrole
Esterlizagao e Separagio e
Contaminantes Purificagdo do Produto

Figura 2.1: Representacdo esquemdtica do projeto de um
sistema de biorreator (adaptado de ANSEJO e MERCHUK, 1994).

Exigéncias do produto: Especificacdo do produto a ser
produzido no biorreator (tipo de produto, grau de pureza
requerido, etc). ©Essas especificagbes sdo determinadas,

geralmente, pela necessidade do mercado ou até por

exigéncias governamentais.

Identificagdo do sistema biolégico: A identificacdo de
um sistema para sintese do produto comegca com a selecgdo do

6
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sistema bioldégico. Podem ser considerados: microrganismos,
células animais ou plantas. Alguns fatores a serem
analisados s&o: condigdes de crescimento, necessidade de O,,
pPH 6timo (para producdo de produto ou crescimento celular),
condicgdes de agitacdo, necessidade de luz, produgdo ou nao
de espuma, verificacdo se o produto é excretado para o meio,
dentre outros. Deve-se fazer uma pesquisa sobre as inovacgdes
tais como, novas cepas de microrganismos ou microrganismos

geneticamente modificados

Estequiometria e Projeto do meio: A andlise do tipo de
meio de fermentagdo requerido pelo sistema bioldgico
escolhido deve ser realizada a fim de se maximizar o
desempenho do sistema. O meio deve, se possivel, facilitar a
etapa de separacdo e purificacdo. E nessa etapa que se
define as quantidades de O, e luz, caso sejam necessdrias. A
relagcdo quantitativa entre o consumo de substrato e formacéo
de produto e geracgdo/liberagdo do calor (estequimetria) séo
0s primeiros elementos analisados no projeto de reatores de
modo geral. O metabolismo dos organismos do sistema resulta
na conversdao de substrato em produto com a liberacdo de uma
certa quantidade de calor. Os cédlculos estequiométricos
fornecem relacionamentos quantitativos entre produgdo de
biomassa e sintese de produto, produgdo de energia, e sao

extremamente importantes no projeto de Bioprocessos.

Cinética: Os dados sobre a estequimetria complementam
as informagdes cinéticas e, juntos, sdo o nlcleo do projeto
de um Dbiorreator. Além da cinética microbiana existe a
cinética enzimdtica que é a parte da enzimologia que estuda
a velocidade das reacgdes enzimdticas, e os fatores que
influenciam esta velocidade. Os dados cinéticos podem ser
obtidos experimentalmente ou através de trabalhos
publicados. As Redes Neurais Artificiais sdo ferramentas que
podem ser wutilizadas na determinacdo das <cinéticas de

Bioprocessos. Vale lembrar gque a cinética de um sistema
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bioldégico difere se as células estiverem imobilizadas ou em

suspensao.

Selegdao do tipo de Biorreator: Escolha do biorreator
adequado de acordo com os dados obtidos anteriormente. Todas
as restrigdes possiveis do sistema bioldégico devem ser
analisadas para a selecgdo do melhor biorreator. A andlise da
possibilidade, ou necessidade, de reciclo de células deve

ser realizada.

Projeto do Sistema: Apds a selegcdo do biorreator deve-
se definir o seu modo de operacgdo, as equacgdes basicas de
operagdo, a anadlise do aumento de escala, a necessidade,
tipo e controle da esterilizacao, e} controle de
contaminantes, o tratamento da 4gua, ar e outros gases Jque
possam ser utilizados no sistema, outros acessdérios

necessarios, como o consumo de vapor, etc.
2.1.2. 0 sistema bioldégico e o meio

Neste item sdo apresentadas consideracgdes para selecédo
do sistema bioldgico adequado e a formulacdo e otimizacdo do

meio.

2.1.2.1.Exigéncias do produto

O primeiro passo ao se planejar um Bioprocesso é
definir quais séo as exigéncias do produto a ser
comercializado. Os objetivos comerciais s&o determinados
pela necessidade do mercado. Segundo ASENJO e MERCHUK (1994)
os produtos biotecnoldégicos comerciais se enquadram dentro

de uma escala de especificacdo constituida de dois extremos:

= Produtos de Dbaixo custo e largo volume de
produgéao, como o etanol ©produzido por via

fermentativa.

= Produtos sofisticados de alto custo e rigorosas
especificagdes, com baixo volume de producgéo,

como as vacinas e algumas enzimas.
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Deve-se ter uma definigcdo objetiva do que se deseja

produzir e a estimativa de custo envolvido.

2.1.2.2.1Identificagdo do sistema bioldégico

Antes de se fazer as consideracgdes sobre o sistema
bioldégico a ser utilizado no processo deve-se lembrar que um
mesmo produto pode ser obtido de sistemas diferentes. Varias
pesquisas sdo realizadas mundialmente com o intuito de se
descobrir novos microrganismos para uso comercial assim como
o aprimoramento genético dos j& conhecidos. Apds a definicgéo
do produto ou atividade microbiana gque se deseja é
necessdria uma pesquisa na literatura e sua procura em
colecgdes de culturas e/ou isolamento de alguma amostra. Um
cuidado especial com a estocagem ¢é fundamental visando
assegurar O acesso a estoques de culturas vidveis, néao
contaminadas e prevenidas de mutacgdes genéticas. o)
desenvolvimento de microrganismos recombinantes possibilitou
o surgimento de processos com rendimento mais alto e baixo
custo de produgdo. Por isto estdo cada vez mais presentes na
industria. A técnica de DNA recombinante ¢é altamente
especifica. O(s) gene(s) de interesse é (sdo) produzido em
um microrganismo hospedeiro onde a proteina ou outro
metabdlico desejado é produzido com rendimento e/ou
produtividade maior. Inicialmente esta técnica era utilizada
somente para produtos farmacéuticos, mas outros produtos

estdo sendo produzidos com esta técnica.

O uso apenas da enzima responsdvel pela reacgdo
desejada também deve ser considerado. Apesar do custo de
producdo desta enzima ser alto na maioria dos casos, sua
possivel reutilizacdo e diminuicdo de etapas nos processos

de separacdo e purificacdo pode ser vantajosa.

2.1.2.3.Caracteristicas das culturas e sua influéncia no

“design” de biorreatores

O estudo deste item ndo considera os biorreatores com

células imobilizadas. Discutir-se—-& algumas caracteristicas
9
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dos microrganismos e como elas podem influenciar na escolha

do tipo de biorreator.

A primeira caracteristica a se considerar é o
crescimento. Através de pesquisa em literatura especializada
pode-se definir o tipo de <crescimento do microrganismo

escolhido. Alguns itens gerais serdo mostrados a seguir.

A divisdo dos microrganismos em procariontes e
eucariontes ndo é tdo importante gquando se deseja fazer o
“design” de Dbiorreatores. Neste caso é mais importante a
distingdo entre microrganismo unicelular, pluricelular ou

com crescimento por brotamento.

As bactérias sdo geralmente unicelulares e possuem
trés formas Dbésicas: espiral, bastdo e esférica (BAILEY e
OLLIS, 1986). Elas reproduzem por fissdo bindria onde uma
célula mde d& origem a duas células filhas. Algumas formam
esporos se submetidas a situacgdes extremas como alta
temperatura, voltando a forma vegetativa em condigdes
normais. Alguns microrganismos produzem uma cdpsula de
polissacarideos sob determinadas condigdes o que altera
drasticamente a viscosidade do meio. Se o produto desejado
ndo € a céapsula deve-se evitar trabalhar nestas condigdes.
Problemas com viscosidade ocorrem também em sistema
bioldégicos constituidos de fungos filamentosos ou de
Actinomicetos. Os Actinomicetos s&o bactérias que crescem
produzindo hifas, o género Streptomyces é muito importante
produzindo 90% dos antibidéticos conhecidos (DEWITT et al.,

1989) .

As leveduras sao fungos, mas se diferenciam deles por
serem bolores unicelulares. S3do mais simples que outros
fungos crescendo e se reproduzindo mais rapidamente que
estes. Uma levedura tipica consta de células ovais, que se
multiplicam assexuadamente comumente por Dbrotamento. Elas
despertam grande interesse industrial e sdo muito usadas na

tecnologia de DNA Recombinante (ASENJO e MERCHUK, 1994).

10
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A taxa de crescimento de um sistema microbiano depende
de varios fatores incluindo espécie, pH, composicdo do meio,
suplemento de O, e condig¢des de mistura. De um modo geral
uma cultura microbiana dobra de tamanho, em condigdes

6timas, no intervalo de tempo mostrado na Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Intervalo de tempo para cultura microbiana dobrar de
tamanho.

Microrganismo Intervalo Médio ! (h™)

Bactéria 20-120 min 2,00-0,35
Levedura 1-4h 0,70-0,17
Fungos Filamentosos|4-24h 0,17-0,03

Altas taxas de crescimento necessitam de sofisticados
sistemas de controle de pH. A alta produgdo de energia
requer, no caso de um fermentador com alta densidade
celular, bom sistema de resfriamento. Neste caso deve-se
calcular a producdo maxima de calor do processo para se

definir os requerimentos de resfriamento necessérios.

D

Para baixas taxas de crescimento a preocupacdo maior

[(ON

com a contaminacgéo. O resfriamento geralmente néo

necessario podendo até ser requerido um sistema de

aquecimento.

Outro fator importante de se obter é a cinética de
crescimento microbiana. Em sua fase exponencial de
crescimento as células crescem a uma taxa especifica de
crescimento constante. A Equacdo 2.1 e Equacdo 2.2 mostram a
relagdo do crescimento celular com o tempo, onde Hux € a
taxa especifica de crescimento (h™') e x a concentracéo

celular (SCRAGG, 1991).

dx ~

E =M, X Equagao 2.1
_ ut =

X=X, Equagao 2.2

Existem varias relagdes para HU. Um conhecimento mais

aprofundado sobre cinética serd tratado em outro item.

11
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Segundo ASENJO e MERCHUK (1994), um sistema de mistura
adequado para a cultura microbiana é essencial no “design”
devido a muitos aspectos, dentre eles:

" Fornecimento adequado de nutrientes e oxigénio as

células.

= Remogdo de substéncias “téxicas” produzidas no

processo.

*= Transferéncia de <calor adequada facilitando o

controle da temperatura.

® Homogeneidade da cultura melhorando a precisdo do

monitoramento de metabdlitos.

® Rapida dispersdo das solugdes adicionadas a cultura

como &cidos, bases e nutrientes.

Um aumento exagerado na agitacdo causa estresse
hidromecénico que pode levar ao rompimento celular e
inviabilidade do processo. A viscosidade do meio pode mudar
sob determinadas condig¢des interferindo no mecanismo de
mistura e na transferéncia de massa. Os principais fatores
que influenciam as propriedades reoldgicas nas fermentacdes
microbianas séo:

" Microrganismo (ex. células simples ou micélio).

= Metabdlitos formados na fermentacao (ex.

Biopolimeros) .

" Substratos (ex. Celulose, amido...).

Geralmente, em suspensdao simples a cultura microbiana
tem viscosidade similar a da agua. Entretanto, alta
concentragdo celular ou rompimento de células podem aumentar

drasticamente a viscosidade.

Com relagdo a demanda de oxigénio, os microrganismos
podem ser divididos em trés grupos: aerdbios, microaerdbios
e anaerdbios. Os microrganismos anaerdbios ndo necessitam de
oxigénio podendo até serem sensiveis a presenga deste. Os
microaerdbios requerem pequena quantidade de oxigénio e

geralmente ndo impdem restrigdes ao “design” do biorreator.

12
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J& os aerdbios necessitam de grande quantidade de oxigénio

devendo ser calculada a demanda maxima de O, para o sistema.

Outro fator a ser considerado é o efeito do pH na
cultura. A maioria dos microrganismos cresce em pH 5.5-8.8.
Alguns microrganismos acidéfilos tém pH détimo muito baixo
como o Thiobacillus ferroxidans com pH 6timo de 1.5. Outros
tém pH 6timo muito alto como o Bacillus macerans que cresce
em pH 9.0. Mas sdo excegdes, pois a maioria se encontra no
intervalo citado anteriormente. Vale lembrar que oS
microrganismos tendem a baixar o pH da cultura durante o

crescimento.

A temperatura &étima de crescimento é outro fator de
grande importadncia. Os microrganismos s&o classificados em
trés tipos de acordo com sua temperatura o6tima conforme a

Tabela 2.2.

Tabela 2.2: Classificagdo dos microrganismos por temperatura de
crescimento (Adaptado de MADIGAN et al, 2000).

Temperatura média
Crescimento [6tima Exemplos

Tipo

Hiperterméfilos|g5 a 100°C g88°C Thermococcus celer

Terméfilos 40 a 70°C 60°c |Bacillus stearothermophilus
Meséfilos 10 a 45°C 39°c | Escherichia coli
Psicrotrdéficos |-5 g 12°C 4°C Polaromonas vacuolata

Os mesdéfilos constituem um grupo importante por
incluir a maioria dos microrganismos acidificantes (JAY,
1994) . Esses microrganismos também sdo importantes devido a

termorresisténcia apresentada por varios géneros.

Os psicrotrdéficos nao sdo muito utilizados em
processos industriais, mas seu estudo, principalmente na

tecnologia de DNA recombinante, vem crescendo muito.

Os microrganismos terméfilos sdo conhecidos como
contaminantes na industria de fermentagdo, mas possuem
algumas vantagens interessantes. Como o processo ocorre a
altas temperaturas fica mais facil coletar produtos volateis
diminuindo assim possivel inibig¢do por produto. A maioria
dos terméfilos ndo é patogénica ao homem e o crescimento em

temperaturas elevadas é geralmente rdpido.
13
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Algumas bactérias necessitam de luz para se
desenvolverem assimilando CO, por fotossintese. As algas
(Ex. Spirulina e Chororella) necessitam também de um periodo
de exposicdo a luz para seu crescimento, além de &gua, gas
carbdnico e substéancias inorgénicas. 0 “design” de
biorreatores com fornecimento de luz € incomum e novos

modelos vém sendo implementados.

Outro fendbmeno que ocorre em Bioprocessos é a formacdo
de espumas. O fluxo de ar no biorreator e a agitagdo formam
pequenas bolhas que, se ndo destruidas, produzem a espuma. A
forca necessdria para rompimento da bolha é dependente da
tensao superficial do liquido. Algumas substancias
produzidas no processo, como o6leos e gorduras, diminuem a
tensdo do meio favorecendo a formagcdo de espuma. Salvo
algumas excegdes, como a industria cervejeira, a formacdo de
espuma tem aspectos negativos no processo. Ocorre a
diminui¢do do volume real do reator, aumento perigoso da
pressao e entupimento de filtros, que aumenta o risco de

contaminacéao.

O estudo da formagcdo de Dbolhas em biorreatores é
complicado, pois depende do microrganismo e sua dispersao no
meio. S&o utilizados dispositivos mecdnicos e/ou agentes
quimicos antiespuma. Entretanto estes agentes podem
prejudicar o desempenho de etapas subseqgiientes como micro ou
ultrafiltragdo. Os agentes antiespuma sdo adicionados quando
o nivel de espuma chega ao limite méximo. Ao se voltar a um

nivel seguro cessa a adicgdao.

A utilizacdo de microrganismos mutantes que ndo formam
espuma ¢é uma alternativa para ndo se utilizar agentes
quimicos ou equipamentos antiespuma. Vale lembrar que em
produtos farmacéuticos ndo ¢é permitido o uso de agentes

quimicos no controle de espuma.

Em termos de ‘“esterilidade” wum Bioprocesso pode

ocorrer em trés condicgdes:

14
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" Condigdes assépticas restritas, onde nenhuma outra
espécie de microrganismo é permitida e o controle é
realizado por assepsia (ex. uso de microrganismos
recombinantes) .

" Condig¢bes parcialmente seletivas, onde algumas
outras espécies coexistem (ex. leveduras a pH 3,5).

" Condigdes altamente seletivas, onde dificilmente
outro microrganismo iréd coexistir devido as
condicgdes do meio (ex. combinacéao de PH e

temperatura baixa).

Geralmente processos longos requerem melhor controle

de contaminacdo do meio.

Ndo se deve esquecer de consultar o(s) oérgao (des)
regulamentador (es) do governo sobre possiveis restricgdes ao
uso do microrganismo escolhido para o processo e

caracteristicas finais do produto comercial.

A interrupcdo da faze logaritmica de crescimento do
microrganismo, quando ndo h& caréncia de 0,, € usualmente
atribuida a déficit de substrato ou acumulo de substéncias
tdéxicas. Em muitos casos a causa desta interrupgdo nédo é
estudada. No caso de inibicdo pelo produto um modo de
retird-lo do processo deve ser analisado. Uma boa otimizacgédo
do meio pode também reduzir este problema com a redugdo de

componentes potencialmente problemdticos do meio.

Os produtos de ©processo fermentativo podem ser
divididos em: produtos associados ao crescimento, produtos
parcialmente associados ao <crescimento e produtos néo
associados ao crescimento. Os produtos associados ao
crescimento sd&o também chamados de metabdlitos primdrios e
incluem acidos orgénicos, nucleotideos, aminodcidos,
lipidios, wvitaminas e polissacarideos. S&o produzidos em
paralelo com o crescimento e podem, a principio, serem
produzidos em cultura continua. Usualmente, devido ao baixo

preco dos produtos, seria economicamente vidvel se o

15
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crescimento e a produgdo tiverem taxas relativamente altas.
Os produtos nédo associados ao crescimento também chamados de
metabdlitos secunddrios incluem antibidticos, alcaldides,
toxinas microbianas e micotoxinas. Estes produtos séao
usualmente formados na fase estaciondria de crescimento o

que causa complicag¢des no processo continuo.

2.1.2.4.Formulagdo e otimizagdo do meio

A composicdo do meio tem um efeito importantissimo na
taxa de crescimento. Os principais fatores que afetam a taxa
de crescimento sdo as fontes de carbono e nitrogénio como
também as vitaminas e alguns elementos limitantes como
potédssio e fésforo e minerais. As fontes de carbono mais
utilizadas sdo glicose e sacarose. Outras de menor
importéncia s&o hidrocarbonetos e diéxido de carbono. Um
grande nuUmero de minerais é necessdrio para o crescimento,
mas apenas em pequenas quantidades. Em alta quantidade podem

atuar como inibidores.

O crescimento e a produgcdo de metabdlitos por
microrganismos em um Bioprocesso sao resultados de
interagdes entre efeitos intra e extracelular conforme

mostrado na Figura 2.2.

Processos de
Célula Meio Reator separagéo e —) Produto
purificagao
Efeitos Efeitos Efeitos
Intracelulares fgxtracelulares Extracelulares
(Quimicos) (Fisicos)

Figura 2.2: Passos fundamentais de um Bioprocesso (adaptado
de ASENJO e MERCHUK, 1994).

Os efeitos intracelulares sao relacionados com o©0s
mecanismos de controle da replicacao, transcricéo e
translacao de informacéo genética. Ja os efeitos
extracelulares podem ser de natureza quimica ou fisica. Os

parédmetros fisicos sdo representados pela temperatura,
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viscosidade, condigbdes de agitacdo/ aeragdo, etc., e os

gquimicos incluem todos os nutrientes utilizados.

Em um meio fisicamente e nutricionalmente apropriado
uma cultura microbiana ir& crescer a uma taxa definida e
caracteristica. Este crescimento se torna restrito com
mudanca no meio devido ao crescimento do microrganismo ou

alteracdes externas com mudancas quimicas ou fisicas.

Os meios utilizados em Bioprocesso sdao agrupados em
sintéticos ou complexos. Os meios sintéticos sdo aqueles em
que os componentes sdo gquimicamente definidos. Os meios
complexos sao os mais utilizados industrialmente, mas sua
composicdo ndo é definida. Os passos para o desenvolvimento
de meios de cultura sugeridos por ASENJO e MERCHUK (1994)

sdao mostrados na Tabela 2.3.

Tabela 2.3: Passos e tdépicos essenciais relacionados ao
desenvolvimento de meio de cultura.

Passos Tépicos

“design” Requerimentos nutricionais para crescimento e
formagdao de produto.

Outros aditivos.

Mecanismos bioquimicos.

Processos “Upstream” e “Downstream”.
Bioviabilidade dos ions.

Custo, viabilidade e adequacdo dos substratos.

Formulacgdo Composigcdo de massa celular, estequiometria de
crescimento e formacdo de produto.

Coeficientes de rendimento e outros pardmetros de
fermentacéo.

Otimizacédo Metodologias de otimizacéo.

Dentre os requerimentos nutricionais para crescimento
e formacgao de produto destacam-se macroelementos,
microelementos, fatores de crescimento e influencia de
fatores fisicos. Nao se deve esquecer gue o0s requerimentos
para se obter méximos rendimento e produtividade de
metabdélitos podem ser diferentes daqueles necessdrios para
se obter maximo crescimento. Isto é valido principalmente

para processos com crescimento ndo associado.

Os macroelementos s&do carbono, oxigénio, hidrogénio,

enxofre, fdésforo, potédssio e magnésio. Constituem cerca de
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90-95% do peso seco da massa microbiana. Os microelementos
sdo geralmente adicionados na forma de sais sendo os
principais Ca, Mn, Cu, Co e Zn. Fatores de crescimento séo
componentes necessdrios para o microrganismo, mas que este
ndo consegue sintetizar, como exemplo pode-se citar alguns
tipos de vitaminas e aminodcidos. Os principais fatores
fisicos a afetarem o meio de cultura sdo temperatura e

atividade de &gua.

Em certos casos para se obter uma melhor
produtividade, pode ser necessdria a adigdo de agentes com
funcdes especificas como quelantes, estimulantes,

antiespuma, estabilizantes e neutralizantes.

O M“design” do meio deve levar em conta também os
passos ocorridos antes da fermentacdo (upstream) e logo apds
ela (dowstream). Na etapa anterior a fermentacdo, pode ser
necessdrio um pré-tratamento de elementos que formardo o
meio como a quebra de amidos, conversdes e esterilizacdo. Na
esterilizagdo com wuso de calor, podem ocorrer reagdes
indesejadas, como a de Maillard, como também a perda de
atividade de elementos importantes como vitaminas. Somente
com esta profunda andlise se poderd ter uma informacdo real
do meio. Os processos de separacdo e purificacgdo posteriores
a fermentacdo também irdo sofrer influéncias dos componentes
do meio de cultura utilizado. Por exemplo, a adigdo de um
componente no meio pode aumentar e} rendimento da
fermentagcdo, mas requerer um alto custo nos processos de

separacado e purificagdo inviabilizando seu uso.

O custo e um suplemento regular da fonte utilizada na
fabricagdo do meio de cultura devem ser analisados e sao de
grande importéncia na adequacdo deste material ao processo.
Alguns materiais podem ser sazonais necessitando de reserva
estocada e requisitando estudos para condigdes détimas de
estocagem. Outras fontes tém composigdo variada dependendo
do local onde foi produzida e quando foi. Estas
consideragdes devem ser analisadas assim como o estudo de
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fontes alternativas. Alguns aspectos importantes devem ser
considerados na preparagdo do meio para fins comerciais. O
ponto principal € assegurar a reprodutibilidade do meio. Sua
composigdo deve ser sempre a mesma. Para isto deve-se:
" Avaliar e considerar os efeitos de estocagem dos
materiais utilizados na composicdo do meio.
= Evitar a adicdo dos componentes em ordem errada.
"= Caso o meio contenha sdélidos em suspensdo ¢é
necesséario preparar em um tanque separado,
assegurar agitacdo adequada ao se transferir para o

agitador.

Com relacdo a otimizagcdo do meio muitas metodologias
podem ser aplicadas. As mais adequadas e rigorosas sao

baseadas em culturas continuas e técnicas estatisticas.
2.1.3. Cinética

Para se realizar o design de um processo
biotecnolégico € necessario saber a taxa com que ocorrem
mudangas nas concentracgodes, por exemplo, de Dbiomassa,
substrato e produto. Os dados da cinética microbiana de
crescimento, distribuicdo da populacdo de células, sintese
de produto e consumo de substrato sdo de grande importancia
na produgdo, controle e otimizagdo do processo (ASENJO e
MERCHUK, 1994). E importante saber também como o ambiente
afeta a cinética. Em alguns <casos o uso de modelos
simplificados ¢é suficiente para o design do sistema.
Contudo, em outros pode ser vantajoso o uso de modelos mais

sofisticados.

2.1.3.1.Cinética Enzimdtica

As enzimas atuam como catalisadores nas reacgdes. As
similaridades entre um catalisador sintético e uma enzima
iniciam-se pela técnica na modelagem da cinética da reacéo.
As expressdes para taxa eventualmente obtidas para ambos
catalisadores sdo muito parecidas e muitas vezes idénticas.

Isto acontece, pois, em ambos o0s casos sabe-se que as
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moléculas reagentes formam um complexo com o catalisador

(BAYLEY e OLLIS, 1986).

2

A cinética de Michaelis-Menten ¢é uma das mais
utilizadas em processos biotecnoldgicos. Como seré
demonstrado, ela possuili forma matemdtica idéntica a cinética
de Lagmuir-Hinshelwood ou Hougen-Watson utilizadas em

processos quimicos.

Assumindo uma simples reacdo enzimdtica em que a
enzima (E) e o substrato (S) se unem para formar o complexo
enzima-substrato (ES) que se dissocia formando o produto (P)
e enzima livre como abaixo:

k
E+S -~ ES

k*l
ES k. piE

onde K representa constantes da reacdo.

Algumas simplificag¢des foram realizadas por Michaelis
e Menten para se construir o modelo matemdtico sendo elas:

" A reacdo inversa na formacdo de produto nado ocorre
uma vez que a concentracdo de produto é considerada
desprezivel. Isto porque o estudo se baseou em
velocidades iniciais.

= Apds um regime transiente inicial muito curto, a

concentracdo do complexo (ES) se mantem constante:

dlES] _,,
dt
Logo:
d[ZS] =[E1[S1K, —[ESIK, —[ESIK_ =0

K, +K, _[EIS] _

K, [ES] "
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Sendo K, chamada de constante de Michaelis—-Menten e
também podendo ser denominada constante de dissociac¢do uma

vez que k_; é geralmente muito menor que K; e K,, ou seja:

_K,+K_, K,

K, —
K, K,

Como toda enzima presente estd ou no estado livre ou

2

associada no complexo tem-se que: [E]+[ES]=[EO], onde (Eq) ¢é

a concentragcdo total de enzima no sistema. Visto que a
decomposigdo do complexo (ES) em (P) e (E) é assumida como
irreversivel, esta serd a etapa limitante do processo,

assim:
v=K,|ES]

E como toda enzima participa da reacdo a velocidade

serd maxima quando: va:=K5H51

[E][S] [E][S]
% [ES] K, K,
Logo: = =

v IE1 LEI+IES]

max

S
v=1hm——l—l—— Equagdo de Michaelis-Menten
K, +[S]

Algumas consideragdes podem ser realizadas a partir da

acima:

" Se [S] é muito maior que K, entdo v=v_,

v
* Se [S] é muito menor que K, —» v=—"-[§]

m

+se v="m ok —[s)

A equacdo de Michaelis-Menten em sua forma original
ndo torna fdcil estimar os pardmetros cinéticos vypax € K.
Para facilitar este cdlculo foi realizado um rearranjando na
equacao de Michaelis—-Menten obtendo-se as seguintes

equagdes:
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K, 1 1
" Equacdo de Lineweaver-Burk: —=—"——=+——
v vmax [S] vmax
S 1 K
* Equacgdo de Eadie-Hanes: L—]=———-[S]+ =
v max max
v
* Equacdo de Hofstee: v:_Kmm+Vmax

A Tabela 2.4 mostra um resumo das principais reagdes

enzimdticas e suas respectivas equacgdes cinéticas.

Tabela 2.4: Resumo das principais reacgdes enzimdticas e
respectivas equagdes.

Reagdo Enzimdtica Equagédo
Reagdes reversiveis (v S (Vp P
i k IS -C 5
B+ = B ——= &+p,_ #S__K K
_ k P
1 2 dt dt 1+ 5 P
K, K,
sendo Vy e Kg idénticos a
Vix € Kn
Reagdes com multiplos substratos Sl
—_— vV=1y b S S
E+31 k] ES]_ max K1 *+Sl
onde:
E+8, +—— &S, . KEoS,
";-72 V max =S—
2 tKyp
ES, + 8, —T ES, S, xx= KuS, + KK
F=
3 S,+K,,
’;52[
ES,S, ’—T P+E
Reacdo com inibicdo reversivel KE.S
puramente competitiva V= 0
Ks S+K 1+L
E+8 —— ES UK
k
E+7 Ei
ES E+ P
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Reagdo Enzimitica Equagdo
Reacdo com inibicgdo reversivel KE. S
parcialmente competitiva V= £
B+ —— ——  E+P TS
+ k., k Ki
I .[, S + Km
) i 1 I Km
Lk || = YR K
# H B l m
BEi+ 58 — Ei§ —p— E+F
£
Reacdo com inibicgdo reversivel Y max S
puramente ndo-competitiva = I Km+S
E+8 ES — E+P 1+ 2
H;:i H ks
El+5 T/ EIS
K
Reacdo com inibicdo reversivel ; I
parcialmente ndo-competitiva K[EO]+K [EO]E S
E+§ —— EY ——— E+P|v= :
£ P Tk L1 sk,
! ! K,
k, H*‘Is
L | Auséncia de inibidor v = K [E,]
,5;!. com excesso de substrato.
B+ 5 FoyAY E+ FP| com excesso de inibidor e
.3(,' excesso de substrato v = K [Ey]
-
Reacdo Mista v
+ cr E— E + F v — max
E+3 P2 & k K I(K, K
+ ko) 1 m m m
7 +—F— — —
! s K|S K!
n
IEN L
EI+58 — RIS
Ko
Reagdo com inibigdo pelo substrato v S
v — max
E+ 8 E_'_S E+P g2
" o I+K, +—
l [ k:’ Ou
V= vmax S
I K 1
B I+ —m 1+—
Ki K, g4 Ks L
I K,
Ki K
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Para o cadlculo dos pardmetros das equag¢des da Tabela
2.4 pode-se utilizar os valores das intersecgdes nos
gradficos de Lineweaver-Burk para enzimas com inibidores

conforme mostrado na Tabela 2.5.

Tabela 2.5: Intersec¢des nos graficos de Lineweaver-Burk para
enzimas com inibidores (BAYLEY e OLLIS, 1986).

Tipo
1
1 7
Puramente Competitiva l
P V max K (1 + )
i K
1+ "
i 1 1 1 Ki Km
Parcialmente Competitiva —
V e K}ﬂ 1 + L
Ki
I+— 1
Puramente ndo-competitiva K. e
Vmux Km
1
1+ —
K, 1
Parcialmente ndo-competitiva R —
Voax T 0 m
X Ki
i K
i K, 1+ m
1+ K k]
Mista K K, :
— I
Vmax Km [1 + J

Outras Influéncias na atividade enzimatica

O projeto de wum sistema enzimdtico ndo pode ser
considerado completo sem a exploragdo das varidveis que
afetam o catalisador e a andlise dquantitativa desta
influéncia. Até o momento foi demonstrado como a associacgdo
da enzima com diferentes componentes pode influenciar a taxa
de reagéao. Outros fatores ©podem afetar a atividade
catalitica da enzima seja afetando a estrutura desta ou seu
estado quimico. Alguns destes fatores sado (BAYLEY e OLLIS,
1986) :

= pH

" Temperatura

24



Capitulo 2

" Forgas Fluidas (Ex. Forgas hidrodindmicas e presséo
hidrostéatica)
= Agentes quimicos

" Irradiacéo

a) pH

Quando h& mudancas no pH a enzima é afetada em seu
sitio catalitico e em sua conformagdo. Isto porque a enzima
possui vaArios grupos ionizédveis. As enzimas trabalham em uma
determinada faixa de pH com um pH oétimo. Existem modelos
matemdticos que expressam esta relacgdo entre atividade e pH

que podem ser obtidos na literatura especializada.
b) Temperatura

A taxa de uma reacdo catalisada por uma enzima aumenta
com a temperatura como em toda reagdo quimica. Entretanto a
maioria das enzimas ¢é afetada negativamente por altas
temperaturas onde ocorre a perda de sua atividade. Como
mostrado na Figura 2.3 a taxa de reacgcdo aumenta com a
temperatura até um nivel mdximo onde abruptamente cai com o
aumento da temperatura. Sabe-se que a maioria das enzimas se

desnatura a temperaturas acima de 40°C.

Deve-se ter bastante atencdo no processo de estocagem
da enzima. A partir de certo periodo de tempo ocorre a
desnaturagcdo da enzima mesmo a temperaturas moderadas.

Algumas enzimas podem também perder sua atividade quando

congeladas. Modelos matemdticos para ativacdo térmica e
desnaturacao podem ser encontrados em literatura
especializada.
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vuo:idadel%\\\\\\\\ N

Ativagdo

AT Desnaturagdo

G

Técima Teuperatura

Figura 2.3: Efeito da temperatura na velocidade de reacgao.

2.1.3.2.Cinética Microbiana

Os microrganismos gquando colocados em um meio com
condigdes essenciais satisfatdérias tais como quantidade de
nutrientes, pH e temperatura, comecam a se multiplicar. O
processo de crescimento terd dois tipos de manifestacgdes
dependendo da morfologia das células envolvidas (BAYLEY e
OLLIS, 1986):

" Microrganismos unicelulares: o aumento de biomassa

estd associado ao aumento de populagdo. Neste
contexo vale citar que as leveduras aumentam o
volume celular acarretando erro na determinacdo de
biomassa.

® Fungos filamentosos: o aumento de biomassa esté

associado ao aumento do comprimento e do numero de
micélios. H&A aumento de tamanho e densidade, mas

ndo necessariamente de numero.

Associados ao crescimento de células existem dois
outros processos: consumo de substrato e liberagdo de
produtos metabdlicos finais no meio. As taxas com gque estes
processos ocorrem variam muito durante o processo de

crescimento celular.

Dependendo do uso, da aplicacdo e da complexidade da
situacdo fisica os modelos que representam o crescimento

celular podem variar bastante. Esta variagdo engloba os
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modelos bem simples e os mais sofisticados. A Figura 2.4
mostra alguns parametros, fenbmenos e interagdes que
influenciam o comportamento cinético da populacdo de

células.

A utilizacgcdo de modelos matemdticos simplificados faz-
se necessdria para tornar pradtica a representacdo matemdtica
da cinética. E quase impossivel tentar formular um modelo
que inclua todos os detalhes mostrados na Figura 2.4. Assim,
algumas simplificag¢des sao realizadas. Uma das mais
utilizadas é a que considera um Unico substrato limitante
sendo o restante em excesso de modo que seja considerada
somente a concentracdo deste substrato. Se necessdrio pode-
se incluir outro componente do meio como um inibidor. Também
o uso de controles externos no biorreator pode regular e
manter constantes algumas varidveis do meio como pH,
temperatura e concentracgdo de O, dissolvido (BAYLEY e OLLIS,
1986) .

Meio Populagdo celular
Multicomponentes Nutrientes Componentes
» | maltiplos
Substrato " P
Reagdes em solugao Produtos Heterogeneidade
< entre individuos
Equilibrio &cido-base Reagdes multiplas
pH, T,... variaveis Controles internos
Propriedades reoldgicas Adaptabilidade
varidveis
Fases multiplas (G-L, S-L, Calor Probabilidade
G-S..) < >
Heterogeneidade espacial Interagdes Degenerecéncia
Mecénicas

Figura 2.4: Resumo de alguns pardmetros, fendmenos e
interagdes que determinam a cinética da populacdo de células
(BAYLEY e OLLIS, 1986).

Por outro lado, pode se tornar necessdria, em alguns
casos, a inclusdo de varidveis multiplas no modelo de modo a
se obter uma melhor representatividade do comportamento
cinético.

A Figura 2.5 mostra diferentes perspectivas para

representagdo da cinética de <crescimento celular. Esta
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perspectiva foi, segundo BAYLEY e OLLIS (1986), resumida por
Arnold Fredrickson e Henry Tsuchiya:
® Modelo estruturado: células tratadas como individuo
de multiplos componentes.
® Modelo nédo estruturado: células tratadas como um
componente soluto do meio.
= Modelo segregado: células tratadas como seres
indivduais distintos.

= Modelo ndo segregado: composicdo média semelhante.

Os modelos segregados e estruturados sao os modelos

reais. Em alguns casos o uso de modelos n&o simplificados é

vantajoso.
Nao estruturado Estruturado

‘8 MAIORIA DOS CASOS Células tratadas como
o] individuos de mtltiplos
g Aproximacdo componentes com
8 Composigdo celular tratada Composicio composigdo média
8‘ Como um componente soluto < semelhante
0 do meio celular média
¢}
g Aproxi| magéo ‘ Aproxi| magao

Compo | sigéo —
celular|] média

Compo | sigéo
celular| média

Células como seres Aproximacado Células como seres
0 individuais distintos porém Composicao individuais
8 descritos por um tunico 4——— distintos e descritos
g componente celular média como um sistema de
0] multiplos componentes.
4
o
@ CASO REAL
Figura 2.5: Diferentes perspectivas para representacgdo da

cinética da populagdo celular (BAYLEY e OLLIS, 1986).

a) Modelos cinéticos de crescimento microbiano

O modelo cinético de crescimento microbiano mais
utilizado é o mostrado na Equacdo 2.3 denominado Monod. E
muito semelhante ao modelo de cinética enzimdtica Michaelis-
Menten mostrado no item 2.1.3.1.. Este modelo é valido se
somente um substrato ¢é limitante estando os outros em

excesso.
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H=H . k—-l-S Equagédo 2.3

N

1 dX

onde H=——

X dt
SCHMIDELL et al. (2001) mostram um resumo de modelos
nao estruturados com crescimento balanceado que sao
apresentados na Tabela 2.6. Estes modelos ndo estruturados
ndo devem ser utilizados quando a composicgdo celular mudar
significativamente no processo afetando assim a cinética.

Para estes casos devem ser utilizados modelos estruturados

disponiveis em literatura especializada.
Tabela 2.6: Modelos cinéticos ndo estruturados descritos para a

representacdo de diversos fendmenos identificados em processo
fermentativos (Adaptado de SCHMIDELL et al. 2001).

Referéncia | Modelo Cinético
Crescimento com um uUnico substrato limitante
MONOD "= U
YK+
MOISER /J Sn
ﬂ — m
TOKg+s"
CONTOIS
ﬂ - ﬂ’ﬂ
YO Kgx+s
Morte celular
SINCLAIR; KRISTIANSEN —
! M, =—K,
Crescimento com um Unico substrato limitante e inibidor
ANDREWS = M,
X S
KS +S+72
K~
WU et al. u = U,

1+&+ S
S K,

Crescimento com miltiplo substrato limitante (Uso preferencial de
S1)

DUNNET et al. i = Y72 + M5,
* K +s, s%
K, +s5,+—
K

i

Crescimento com multiplo substrato limitante (Uso preferencial de
S1 e S3)

MEGEE et al. 1,15:5,
H.= Y
(K5| +51)+(Ksz +s2)
TSAO; HANSON
! I, =(,Uo+ s S J[ 53 J
K +s, Kg+s, )| K+,
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Consumo de substrato limitante para manutencgédo

PIRT 1
IuS :7/'!,( +m.v
Y
A
ZENG; DECKWER 1 Ag ™ S-S
=—MU +m + o v
ﬂS Yy Illx s IllS K+S—S

Onde:
U, = velocidade especifica de crescimento.

M, = velocidade especifica de morte.

M= velocidade especifica de consumo de substrato.
S, Si, S, e S3 = concentragbdes de substratos limitantes.
S* = concentracdo de S para manter U, .

X = concentragdo celular.

Y,/s = fator de conversdo de substrato em células.
mg; = consumo de substrato para manutengdo.

Os demais sdo pardmetros cinéticos.

Existem também os modelos de formacdo de produto. A
formagcdo de produto pode ser classificada em diferentes
grupos (ASENJO e MERCHUK, 1994):

a. Produto principal ¢é resultado direto do
metabolismo energético.

b. Produto principal ¢é resultado indireto do
metabolismo energético.

c. Produto principal é um metabdlico
secundario.

d. Produto principal é uma proteina intra ou

extracelular.

Segundo BAYLEY e OLLIS (1986), Gaden simplificou os
grupos acima e classificou a relagdo entre producdo e
crescimento celular em:

Tipo 1. Producgdo associada ao crescimento.
Tipo 2. Producgéao parcialmente associada ao
crescimento.

Tipo 3. Produgdo dissociada do crescimento.

A Figura 2.6 mostra os respectivos graficos destes

grupos. Os modelos cinéticos sdo mostrados abaixo:

o g, dP_ X s
ipo 1: —=a— =
P d H

onde: 7 é a taxa especifica de formagdo de produto.
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Figura 2.6:

Outros

tempE

tempo

Padrdes cinéticos de crescimento e formacdo de

modelos

produtos.

que associam a

podem ser visto na Tabela 2.7.

formagcédo de produto

Tabela 2.7: Modelos para produgdo de produto metabdlico inibitdrio
(Adaptado de SCHMIDELL et al.,2001)

Referéncia Modelo Cinético
;Ll — Illms + K[’
© Kg+s K, +P
AIBA; SHODA ,
,Ll — ﬂ'ms + KP
" K's+s K',+P
S -K,P
ﬂxzie P
K, +s
AIBA et al. .
s -k, P
ﬂp:_ﬂlL_e »
K's+s
s P
ﬂX:L-F 1__
K +s P
GHOSE; TYAGI
'S P
ﬂp:hléﬂ__+ 1-—
K's+s P,
Onde:

U, = velocidade especifica de crescimento.

u,= velocidade especifica de produgéo.

S = concentracdo de substrato limitante.
P = concentracgdo de produto.
Os demais sdo parédmetros cinéticos.

Alguns modelos utilizados

sdo abaixo citados:
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P S
u=pu . 1= LEVENSPEIL (1980)
P.)\Kg+S
M= . S 1- P l—i LEE et al(1983)
KS +S Pmax Xmax
— S 1— Py
H = Hoa SQ P TOSETTO (2002)
Ki+S+— e

b) Efeito do pH e temperatura

A cinética de crescimento e formagcdo de produto séo
influenciados pelas condig¢gdes do ambiente como pH e
temperatura. A temperatura é um fator critico que afeta a
desempenho das células. Como visto na Tabela 2.2 os
microrganismos podem ser meséfilos, terméfilos ou
psicrotrdéficos. As velocidades de reacdo sao dadas pela

equacdo de Arrhenius:

K =Aexp £
RT

O pH ¢é outro fator gque também afeta a taxa de
crescimento microbiano. Contudo, as fermentacdes sdo
usualmente realizadas prdéximo ao pH étimo. Em alguns casos o
pPH 6timo de crescimento pode ser diferente do pH de formacéao
de produto. Isto deve ser levado em considerag¢do no momento
de realizar a otimizag¢do do processo. O pH étimo de algumas
células é mostrado na Tabela 2.8. Durante a fermentagdo o pH
pode modificar, mas isto depende da natureza do substrato

principalmente das fontes de nitrogénio.

Tabela 2.8: pH é6timo de diferentes células.

Células Faixa de pH
Bactéria 4-8
Leveduras | 3-6

Fungos 3-7

Plantas 5-6

Animais 6,5-7,5
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2.1.4. Selegao do tipo de biorreator

Uma vez completados os cdlculos estequiométricos e
cinéticos do processo, estard disponivel ao projetista um
conjunto de dados que em muitos casos estdo interligados.
Estes dados serdo a base para a escolha do tipo de

biorreator.

O inicio da escolha do tipo de biorreator comeca com a
definicdo do estado do biocatalizador. Por exemplo, se é
bactéria, fungo, levedura, célula animal ou de insetos, se
as células estdo na forma livre ou imobilizada. N&o sé os
dados estequiométricos e cinéticos sao levados em
consideracéo como também a necessidade de mistura,
requerimentos de gases, remogao ou a adigdo de calor, etc. E
este o conjunto de informacgdes que dard a base ao projetista

para decidir sobre o tipo e modo de operacdo do biorreator.

Os tipos Dbésicos de Dbiorreatores sdo mostrados na
Figura 2.7 e Figura 2.8. Eles sado comumente operados com
alta concentracdo de células através do reciclo parcial ou
total de biomassa. A biomassa reciclada por sua vez pode ser

separada por centrifugagdo ou filtracao.

ASENJO e MERCHUK, (1994) citam alguns biorreatores

utilizados:

" Biorreatores de Tanque de Mistura: ¢é o mais
importante tipo utilizado industrialmente. Deve ser
analisado o nuUmero, local e tipo de agitadores.
Fadcil —controle e utilizacdo ©para meios muito
viscosos.

" Biorreatores Pneumatimente Agitados: Possuem melhor
transferéncia de 0O,. Utilizados em processos de
baixo desempenho.

" Biorreatores de Membrana: sao reatores de fluxo
onde as membranas sdo wutilizadas ©para separar
células ou enzimas do fluxo de produto. Os

produtos podem ser removidos continuamente. Tém
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sido utilizados em escala industrial para reagdes
enzimdticas. Apresentam vantagens para sistemas
especificos, como sistemas que apresentam duas
fases.

= Biorreatores com Microrganismos Imobilizados:
Enzimas tém sido wutilizadas na forma imobilizada
devido, principalmente, ao seu alto prego. Para ser
imobilizada as enzimas podem ser extraidas de
células (enzimas intracelulares) ou recuperadas de
uma cultura celular (enzimas extracelulares).
Existem varios estudos sobre imobilizagdo que
tornam possivel o projeto destes biorreatores.

" Biorreatores com Células Animais Imobilizadas:
culturas de células animais sdo 1imobilizadas em
superficies apropriadas. Utilizados para produgao
de vacinas tais como rubéola e proteinas
recombinantes terapéuticas. Uma grande variedade de
biorreatores com células animais imobilizadas tem
sido desenvolvida para aplicacgdes especificas.

* Biorreatores com Células de Plantas: produtos
derivados de ©plantas sdo muito utilizados na
industria farmacéutica e na 1indastra alimenticia
(ingredientes flavorizantes). Muitos componentes
produzidos por plantas sdo complexos demais para se
tentar obter através de uma sintese quimica. As
células de plantas s&o utilizadas por trés caminhos
badsicos: células em suspensdo, células imobilizadas
ou como culturas da planta.

= Fotobiorreatores: Algumas utilizag¢des deste tipo de
reatores sdo para o tratamento de 4gua, remediacéo
de terra contaminada, para a purificacdo de ar em
recinto fechado. Neste tipo de Dbiorreator CO, ¢é

consumido enquanto O, € produzido.

A andlise das varidveis envolvidas no inicio do

processo é importante. Pode ocorrer inibicdo pelo substrato
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que pode ser evitada pela escolha de uma baixa alimentacgdo
ou pela manipulagdo do modo de operagao. Uma das mais
importantes razdes para o uso da operacdo fed-batch, ou
batelada alimentada ¢é evitar a alta concentracdo de
nutrientes que podem ocasionar inibigdo do crescimento, por
exemplo. Uma alta conversdo pode acarretar um meio muito
viscoso gerando problemas na separacgdo. Um exemplo é a
produgcdo de ©polissacarideos como a xantana (ASENJO e
MERCHUK, 1994). O peso molecular maximo e viscosidade méxima
sdo obtidos antes da concentragdo méxima de produto. Neste
caso o conceito oétimo de reator e design dependerd do
objetivo do processo. No caso de produtos farmacéuticos a
pureza do produto é de suma importédncia. Os estdgios de
separacdo e purificacdo ditam as regras que influenciam a
selecdo do sistema bioldégico e do tipo de biorreator, pois
tudo deve ser projetado de modo a facilitar o processo final

de purificacéo.

35



Capitulo 2

M, motor
G G, gas (ar)
SB dispersor
LR, tubo conduinte.
SZ, eliminador de espuma.
W, cilindro
F, liquido

2]

&t

Figura 2.7: Reatores de mistura mecénica. (ASENJO e MERCHUK,
1994) .
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H_Bs’c

.; ‘?_35%

F

SK

(=]
L 9

Gas separator
F

-+
ID, bocal do injetor. H
F
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Reatores com mistura pneumdtica. (ASENJO e
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MERCHUK, 1994).
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2.1.5. Projeto do Sistema

O Gltimo estdgio mostrado na Figura 2.1 é o projeto do
sistema que ¢é Dbaseado principalmente no conhecimento da
cinética, das taxas de transferéncia de massa e energia e
requerimentos e condigdes de mistura. Estes dados sao
obtidos, geralmente em escala laboratorial onde as condicgdes
de mistura e taxas de transferéncia de massa e calor séao
diferentes das de larga escala. Assim o processo de aumento
de escala é uma etapa delicada e importante no projeto do
sistema. Ele inclui n&o sé o tamanho do tipo de reator
selecionado como também os equipamentos requeridos pelo
sistema como instrumentacdo e controle e suplemento de &agua,

ar e vapor.

No aumento de escala devem-se levar em consideracéo
também as necessidades do mercado e modo de operacao. Os
modos de operagdo utilizados em Bioprocessos sao:

= Batelada ou descontinuo

»= Batelada alimentada

" Batelada alimentada ciclica

" Batelada ciclica ou semicontinuo

" Continuo

VOLESKY e VOTRUBA (1992) relatam gque o projeto de
biorreatores deve incluir uma andlise de toda a tecnologia
envolvida considerando aspectos sociais e de engenharia, e

qgque ndo hd um método geral para selecdo do tipo de reator.

2.2 . PRODUGCAO FERMENTATIVA DE ETANOL

2.2.1. Histdrico

A producgdo de etanol (&lcool etilico) via fermentativa
no Brasil é feita utilizando-se, principalmente, a cana-de-

agucar que foi introduzida no Brasil no século XVII.

O PROALCOOL (Programa de Incentivo & Producdo de
Alcool) foi criado pelo governo na 1° crise do petrdéleo. A
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utilizagdo do &lcool como combustivel agradou os usineiros,
pois o pregco do agucar sofria de constantes oscilag¢des no
mercado internacional naquela época. A perspectiva da
utilizagdo do 4lcool como combustivel deu um enorme impulso
na sua produgdo e no aprimoramento de técnicas. Na A&rea
agricola houve melhoramento das variedades das canas
cultivadas, das técnicas de plantio e colheita. Na industria
desenvolveram—-se novos processos, nhovos microrganismos foram
testados, dentre outras melhorias, visando o aumento de

rendimento e produtividade.

Segundo NASTARI (2005) o Brasil é o maior produtor de
cana-de—-acgucar e 4lcool com 33,9% da produgcdo mundial
(2004/2005) de cana, 18,5% de actucar e 36,4% de 4alcool. E
também o maior exportador mundial (2004/2005) de agucar e
4dlcool com 37,4% do mercado livre mundial de acgtcar e 50,4%
de &lcool. A Figura 2.9 e Figura 2.10 mostram dados da
producdo mundial de agucar (em 121 paises produtores) e

dlcool (em 57 paises produtores), respectivamente.

India
12.8%
)
/
: U.E
/7 11.8%

China
7.2%

0,
Austr %

Mexicod®s
3%

Figura 2.9: Produgdo mundial de agucar em 2005.Fonte
DATAGRO/ISO (citado por NASTARI, 2005).
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EUA
fa&S%]

Brasil
36.4%

. india
& 3.7%
Demais_ " China

16.29% 8.2%
Figura 2.10: Produgdo mundial de &lcool em 2005.Fonte
DATAGRO/F.0O.LICHT (citado por NASTARI, 2005).

O etanol passou a ser visto como substituto provavel a
gasolina em varias partes do mundo em 1999 gracas a
conquista da competitividade. Também é visto como um motor
de desenvolvimento e redutor de pobreza para paises em
desenvolvimento. Sao esperadas reducgdes de custos de
produgéao através do desenvolvimento de técnicas de
aproveitamento de residuos da cana como bagago, pontas e
palhas. Espera-se um aumento do consumo interno com o
sucesso dos carros com tecnologia flexivel e também um
aumento nas exportacgdes gracas ao baixo custo em relacdo a
gasolina. O desafio do setor sucroalcooleiro é investir para
fazer frente a demanda interna e externa e manter as

participag¢des no mercado Jj& conquistadas (NASTARI, 2005).

O etanol ¢é considerado um combustivel alternativo,
renovdvel e com um futuro promissor nesta época de

preocupacgdo ecoldgica.
2.2.2. Produgdo de Etanol Via Fermentativa

A fermentacdo alcodlica requer uma série de reacgdes

que podem ser resumidas em:

Glicose >Etanol +CO,

microrganismo
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Os microrganismos mais wutilizados na produgao de
dlcool s&o as leveduras, principalmente a Saccharomyces
cerevisiae (LIMA, 1982). Elas funcionam como catalisadores

bioldégicos.

A matéria-prima, fonte de glicose pode variar e séao

enquadradas em trés grandes grupos:

" Acucaradas (ex.: melaco, cana-de—aclUcar, beterraba
acucareira) .
" Amiléaceas e feculentas (ex.: mandioca, milho,

babagu, batata-doce).

= Celuldsicas (ex.: bagago residual, madeira e seus

residuos) .

As fontes denominadas acucaradas sdo mais vantajosas,
pois o microrganismo obtém a glicose mais facilmente.
Existem microrganismos que produzem etanol diretamente das
fontes amildceas e feculentas nd&o necessitando de prévio
tratamento da matéria-prima. No Brasil, a grande extenséo
territorial e o cultivo histdérico da cana-de-acuUcar levaram
a sua utilizagdo como principal fonte de matéria-prima. Além
disso, estudos comprovam que a cana-de-—-agucar possui maior
produtividade em 4&lcool por 4&rea colhida por ano se

comparada a outras fontes de glicose.

O processo fermentativo para producdo de etanol, tendo
como fonte de carbono a cana-de-acgucar, pode ser dividido em
trés fases:
" Preparo da matéria-prima: incluem moagem da cana,
peneiragem, decantacgcdo (a gquente) e resfriamento.
Gera como residuo o bagago e a torta.

= Transformagdo: é o processo de fermentagdo no qual
o agucar é transformado em etanol pelos
microrganismos.

" Separagao: destilagdo com finalidade de separar o

4dlcool do vinhoto.
A Figura 2.11 apresenta um esquema geral do processo.
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Torte de f£iltro 0, Etanol
Preparo da . _
2 P : Transformacédo Separacao
materia-prima
Bagago ?ﬁéiééﬁlé Levedura Vinhoto
Acucar

Figura 2.11: Esquema geral do processo fermentativo para
obtencdo de Etanol.
Os processos fermentativo em escala industrial
evoluiram, e estdo evoluindo, desde a década de 70. Segundo
ANDRIETTA (1998), a evolugcdo dos processos de fermentacao

alcodlica pode ser dividida em:

Processos de batelada alimentada: Utilizado na década
de setenta com grande evolugdo nos anos 80, resultando em

melhor desempenho e produtividade.

Processos de fermentagdo continua: apresentam maior
produtividade que o0s processos em batelada e Dbatelada
alimentada principalmente pelo fato de gque ndo h& paradas
para descarga, lavagem e enchimento das dornas. O processo

de fermentacdo continua também se encontra em evolucgdo:

12 geracdo: evoluiram paralelamente com 0s processos
de batelada alimentadas e ndo passaram de adaptag¢des destes.
Apesar do baixo custo possuiam sérios problemas de
concepcdo. Foram responsaveis pelo atraso na implementacéo

dos sistemas continuos.

228 geracgdo: surgiram no final dos anos 80 introduzindo
conceitos de engenharia aos projetos. Estes processos
apresentam melhor desempenho e estabilidade oferecendo maior
confianca gque os anteriores. O ponto negativo é gque néao
levam em conta fatores cinéticos importantes na otimizacgédo

do processo.

328 geracdo: apareceram no inicio dos anos 90. Levam em
conta fatores cinéticos da levedura e ndo possuem problemas

de fluxo. Levaram os processos continuos a terem maior
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produtividade, menor consumo de insumos, melhor
aproveitamento da massa celular excedente para secagem,
maior facilidade para automacdo e possibilidade de operacéo

em regime permanente.

Existe uma tendéncia para uma nova geracgao de
processos fermentativos. ANDRIETTA (1998) expdbe o qgue
poderia vir a ser uma evolugcdo dos processos fermentativos
continuos que ndo necessitam da utilizacdo de centrifugas
para separacdo da levedura do vinho. As centrifugas séo
responsaveis por <cerca de 25% do <custo total de uma
destilaria. No entanto estes processos ainda estdo sendo
estudados. O processo convencional de fermentagdo possui
caracteristicas inibitdérias devido ao fato do etanol
(produto) inibir o crescimento celular. Esta inibicdo afeta
de forma negativa o rendimento e a produtividade do
processo. Para resolver este problema trabalhos recentes
estdo sendo desenvolvidos para extrair o etanol durante o
processo diminuindo assim sua influéncia inibitdéria (SILVA,
1998). Seguem-se outros exemplos de trabalhos avangados
nesta area. FERREIRA (2003) modelou e simulou um biorreator
tipo torre de leito pseudo-expandido utilizando leveduras
alto-imobiliz4dveis para produgcdo de etanol. VIEGAS (2003)
otimizou um sistema de fermentacdo alcoolica continua
utilizando reatores tipo torre e leveduras com
caracteristicas floculantes. ATALA (2000) trabalhou com
fermentagdo alcoolica com alta densidade celular. Modelou,
conalidou parédmetros e otimizou o processo. Também ATALA em
2004 trabalhou com o desenvolvimento experimental de um
processo fermentativo extrativo de producdo de etanol
incluindo instrumentacdo e controle do processo. Este mesmo
processo foi também estudado por COSTA et al (2001) onde se
utilizou planejamento fatorial e simulacdo para a otimizacéo

e determinacdo das estruturas de controle do processo.
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No capitulo 3 serd mostrada a descrigdo de dois
processos para produgdao fermentativa de etanol e suas

respectivas modelagens matemdtica.

2 .3. PURIFICAGAO DE PROTEINAS

As proteinas, como todos os produtos biotecnoldgico,
nao possuem um processo de purificacgéao geral. As
caracteristicas do meio e das biomoléculas de interesse sao
muito variadas tornando a etapa de purificacdo téo
desafiante quanto a etapa de cultivo (PESSOA Jr. e KILIKIAN,
2005) .

De modo geral as etapas para purificacdo de proteinas
podem ser divididas em (BAYLEY e OLLIS, 1986):

= Remocdo de insoluveis,

" Separacdo priméaria,

» Purificacao,

" Separagdo final do produto.

As técnicas de separacdo dependem das propriedades
fisicas do caldo fermentativo, da localizacdo do produto,
das suas propriedades fisicas (como tamanho, carga e
solubilidade), da concentracao, forma de apresentagdo e
valor do produto final e por fim da escala do processo

(BAYLEY e OLLIS, 1986).

A Figura 2.12 mostra as etapas de um processo genérico
de purificagdo de biomoléculas. O sobrenadante, entrada para
as etapas de separacdo/concentracdo de moléculas pode ser
resultante de um simples processo de clarificacdo, no caso
de produtos extracelulares, ou, para produtos
intracelulares, de vAarias etapas para retirada da fracéo

sélida.

Um dos grandes desafios da industria biotecnoldgica é
reduzir os gastos com a purificacdo das biomoléculas, para
que seu produto possua um prego competitivo no mercado. Em

suma, deseja-se obter o méximo rendimento com a maxima
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pureza minimizando os custos do processo. Um meio de
conseguir isto ¢é reduzir o numero de etapas envolvidas
(HARRIS e ANGAL, 1995). O custo do processo de purificacéao
pode chegar a 80% do custo final do produto (PESSOA Jr. e
KILIKIAN, 2005).

A Tabela 2.9 mostra as operagdes unitdrias empregadas
nos processos de purificacdo vidveis em escala industrial, a
etapa a qual pertencem e o principio de separacgdo da
biomolécula-alvo. o) processo CARE, apresentado neste
trabalho, pertence a etapa de purificagdo de alta resolucgéo

utilizando principio similar a cromatografia de afinidade.

A cromatografia por afinidade é a segunda técnica mais
comumente usada na purificacdo de proteinas. Nessa técnica,
os compostos que possuem afinidade pelo ligante séao
imobilizados em matriz cromatogrdfica mediante ligacéao
seletiva reversivel do ligante com a molécula de interesse.
Oferece uma Dbiocafinidade que pode ser aproveitada para
obtencdo de biosseparagdes com elevado grau de seletividade.
Os sistemas de bicafinidade sd&o os mais poderosos métodos de
separacdo disponiveis, devido ao alto grau de resolucéo,
capacidade e seletividade que se pode obter (ZUNIGA at al,
2003). A maior limitacdo da cromatografia por afinidade é a
dificuldade de operacdo continua (JANSON, 1984). Logo,
técnicas alternativas foram propostas para suprir esta

limitacéo.
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Meio de cultivo com células ou
microrganismos em suspensao

Clarificacgao
(separacdo células/meio)

A

Células ou microrganismos Sobrenadante
(produtos intracelulares) (produtos extracelulares)

A 4

Rompimento de células ou
microrganismos

A

Remogdo de fragmentos de
células ou microrganismos

v
v v

Fracdo sdélida Sobrenadante

\

A

Separacdo/Concentracdo de
moléculas

h 4
Purificacao

A

Tratamentos finais

Figura 2.12: Etapas de um processo genérico de purificacéo
de biomoléculas. (PESSOA Jr. e KILIKIAN, 2005).
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Tabela 2.9: Operacdes unitdrias do processo de purificacgdo de
produtos biotecnoldégicos (Adaptado de PESSOA Jr. e KILIKIAN,
2005) .
Etapas do Operagdes unitdarias Principio
processo
Clarificacgao Filtragdo convencional Tamanho de particulas

Centrifugacgao

Filtracdo tangencial
(membrana)

Tamanho e densidade de
particulas

Tamanho de particulas
Hidrofobicidade de

Floculacgéao particulas
Rompimento de |Homogeneizacédo Cisalhamento
células Ultra-som Cisalhamento
Moagem em moinho de bolas |Cisalhamento
Rompimento quimico ou Hidrdélise, solubilizacgdao
enzimatico ou desidratacédo de
moléculas que compdem a
parede ou a membrana
celular
Purificacéo Precipitacéo Solubilidade
de baixa Ultrafiltracéo Massa molar e raio
resolugéo (membranas) hidrodindmico de
moléculas
Extracdo em sistemas de Solubilidade, massa
duas fases liquidas molar
Purificacéo Cromatografia de troca- Tipo e densidade de
de alta idénica carga na superficie da
resolugao biomolécula
Sitios especificos da
Cromatografia de superficie de uma
afinidade (bioldgica ou proteina (adsorcgéo)
quimica) Sitios especificos da
superficie de uma
Cromatografia de proteina (adsorcgdo
imunocafinidade antigeno/anticorpo)
Hidrofobicidade
Massa molar
Cromatografia de
interac¢do hidrofdbica Massa molar e
Cromatografia de exclusdo |caracteristicas para
molecular adsorcdo ou sitios
Membranas adsortivas especificos da
superficie de uma
proteina.
Tratamentos Cristalizacgao Solubilidade e
finais caracteristicas de
equilibrio liquido-
Liofilizacgédo sélido
Caracteristicas de
Secagem equilibrio liquido-

sélido
Caracteristicas de
equilibrio liquido-
sélido
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Foram desenvolvidos métodos gque ndo apresentam a
estrutura de uma cromatografia de separagdo e dque empregam O
principio de afinidade bioldégica como forga motriz. Segundo
LABROU e CLONIS (1994) as tecnologias nédo cromatogrdficas de
separacdo por afinidade mais difundidas séao:

* Extracdo continua com reciclo, conhecida por CARE;

" Particdo bifédsica aquosa;

" Filtragdo por membrana;

" Polimeros soldUveis reversiveis;

" Precipitagdo por afinidade.

Algumas das técnicas acima citadas tém sido alvos de
estudos aprofundados, pois se mostram eficientes em casos

onde existem limitacdes difusionais e de aumento de escala.

RIBAS (1999) simulou e analisou o desempenho de
diferentes sistemas de purificacdo de proteina. Propds e
estudou diferentes configuragdes do sistema CARE (vide item
2.3) e modificagdes deste. Incluindo a substituig¢do dos
reatores tanque de mistura com membrana, nos estdgios de
lavagem e eluicdo por reatores de fluxo pistonado com
membrana. Propds um sistema denominado tangque mével simulado
(TMS) que é semelhante ao sistema de leito mdével simulado
(LMS), mas ao invés de reatores com colunas utiliza reatores
de tanque de mistura com membrana, semelhante ao utilizado
no sistema CARE. Parte destes sistemas foi implementada no

software Bio—-PSA.

2.3.1. O Processo CARE

O processo CARE (Figura 2.13) ¢é baseado na adsorcgao
cromatogrdfica de afinidade. A cromatografia por afinidade
explora os vVvarios tipos de afinidades bioldgicas para a
adsorgcdo da fase sdélida. O ligante é imobilizado na fase
sélida enquanto o contraligante (geralmente uma proteina) é
adsorvido do extrato gque passa na coluna cromatografica.

(JANSON e RYDEN, 1989). O processo CARE foi desenvolvido

originalmente por PUNGOR et al. (1987) visando a recuperagao
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e isolamento da enzima P-galactosidase produzido pela
E.Coli. Utilizou-se como suporte a PABTG-agarose. Consistia
de dois estdgios, adsorcdo e dessorcdo operando de modo
continuo no estado estaciondrio com reciclo de resina. Este
processo também foi estudado por outros pesquisadores como
AFEYAN et al (1989) e GORDON et al (1990). DECHECHI et al.
(1997) propuseram uma modificacdo deste processo incluindo
um estdgio intermedidrio de lavagem, melhorando assim as

caracteristicas relacionadas a purificacdo do processo.

T ao de Tamp%a o
ﬂlim’entﬂ.?aﬂ ::Eage_m Elu:.f,'éo
-

ESTAGIO DE | Reciclo no | ESTAGIO DE
ADSORCAO Leito DESSORCAO
=

Filtro Filtro
Efluente cu nova Froduto

atapa de recuparagio

Figura 2.13: Processo CARE original.

Os métodos mais comumente usados em biosseparacgdes
comerciais, tais como precipitacdo, coluna cromatografica e
adsorcgao em batelada, sao processos descontinuos. 0
desenvolvimento do processo CARE, ou “Continuous Affinity
Recycle Extraction”, surgiu como um processo alternativo de
purificagdo de proteina possibilitando uma purificacgéo
continua, devido & recirculacdo do adsorvente. Maiores

detalhes sobre o sistema CARE nos itens 3.2 e 3.3.

2.4 . PRODUGCAO DE DEXTRANA

2.4.1. Introdugao

A dextrana (CgHi¢o0s) é um polissacarideo constituido de

mondmeros de glicose ligados principalmente (95%) por
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ligagcbdes o (1,6) (SANTOS et al., 2000) . Sua origem é
bacteriana possuindo uma cadeia principal linear (ASPINALL,

1983) .

Foi Scheibler, em 1874, quem criou o termo dextrana ao
observar um estranho espessamento em xaropes de beterraba e
cana-de—-acgucar (ALSOP, 1983). Porem foi Pasteur, mais de dez
anos antes, quem atribuiu tal espessamento a substancias
viscosas oriundas de acdo microbioldgicas. Foi dado o nome
de Leuconostoc mesenteroides a bactéria responsédvel pela
produgdo deste espessamento. A grande maioria dos trabalhos
que investigam a producgao de dextrana utiliza L.
mesenteroides, mais precisamente a linhagem NRRL B-512 (f)

(LEE, CHOI et al., 1992). Esta linhagem de Leuconostoc

cresce entre 5 a 30°C e tem crescimento étimo entre 25 e 30°C
(SANTOS et al., 2000). Entretanto a dextrana pode ser
produzida por vAarios outros microrganismos. Quando o L.
mesenteroides NRRL B-512 (f) cresce em um meio rico em
sacarose a produgdo da enzima extracelular dextrana-sacarase
é induzida. A sacarose é o Unico substrato conhecido capaz
de promover esta indugdo. A dextrana-sacarase produzida
utiliza entdo a sacarose como substrato para produzir

dextrana e frutose como descrito abaixo:

nC,H,0,, %(CéHIOOSJ +nCeH ,0¢

Sacarose Frutose

Dextrana

Sabe-se que o tipo do microrganismo produtor e o meio
de reacgao influenciam as caracteristicas da dextrana
produzida. A maioria da dextrana comercial produzida é por
via enzimdtica, na presenca ou auséncia do microrganismo
sintetizador da enzima, e wutilizando a sacarose como
substrato (SANDFORD, 1983) . Assim a dextrana é uma

substancia que ndo possul caracteristicas definidas.

A aplicacgdo comercial da dextrana depende de suas
caracteristicas, principalmente peso molecular. As dextranas

de alto peso molecular (40 a 50 milhdes de Daltons) possuem
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vdrias aplicac¢des na recuperacdo secunddria de petrdleo, em
filmes protetores para sementes (ALSOP, 1983, citado por
HERNALSTEENS, 2002), como componente de lama de perfuracgao,
dentre outras. J& as dextranas de médio peso molecular tém
potencial de utilizacdo na industria quimica e alimenticia.
Como exemplos de aplicacdes podem-se citar: agente
gelificantes em geléias e chicletes, como espessantes em
pudins e xaropes, como inibidores de <cristalizagdo em
sorvetes e em preenchimento de colunas cromatograficas
(FLORIDO, 2001). Dextranas com baixo peso molecular sao
utilizadas na indastria farmacéutica como, por exemplo,
reguladora de fluxo de sangue. HERNALSTEENS (2002) cita a
existéncia de um tipo de dextrana clinica, com peso
molecular de 75.000+25.000 Daltons (D75), que é
comercializada em solugdo salina a 6% p/v e apresenta
propriedades osméticas e coloidais semelhantes as do plasma.
Entretanto, muitas das aplicagdes da dextrana ainda séao
apenas objetos de estudo devido ao elevado custo de
fabricacdo desta e a existéncia de substitutos mais baratos

(FLORIDO, 2001).

S&do dois os processos de producdo de dextrana: o
convencional e o enzimdtico. Em ambos o0s processos sao
produzidas dextranas de alto peso molecular. Logo héa
necessidade de etapas posteriores para redugdo de peso
molecular, fracionamento e purificacao, dependendo da

aplicagdo da dextrana.

Processo convencional: caracterizado pela producdo de
dextrana durante o crescimento do microrganismo. Neste
processo somente é feito o controle da temperatura e a

dextrana é obtida do caldo de fermentacéo.

Processo enzimatico: ¢é dividido em duas fases. Na
primeira se produz a enzima dextrana-sacarase através de um
processo fermentativo utilizando-se uma bactéria como a L.
mesenteroides. Na segunda fase se produz a dextrana através
da utilizacao da enzima dextrana—-sacarase na forma
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purificada ou Dbruta. Esta via de produgdo apresenta a
vantagem de proporcionar maior rigor no controle da
fermentacdo, tornando-se mais rentdvel e racional dgque o
método convencional, mesmo porque as condigcdes étimas de
produgcdo de enzima ndo sdo as mesmas da dextrana (LEE et

al., 1992, citado por FLORIDO, 2001).

SOUZA (1993) adaptou o CARE original ao processo de
obtencdo de dextrana, introduzindo a reacdo enzimdtica no
estdgio de dessorgdo. No laboratdério de Bioprocessos da
Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA) da Universidade
Estadual de Campinas (Unicamp) varios trabalhos envolvendo a
producdo de dextrana foram desenvolvidos como, BURKERT
(2003) , HERNALSTEENS (2002), MIBIELLI (2001), SANTOS (2000),
CURRALERO (2000 e 1998) e SOUZA (1993).

MICHELENA et al. (2003) realizaram o escalonamento do
processo de produgao da enzima dextrana-sacarase por
Leuconostoc mesenteroides utilizando critérios da
transferéncia de O,. Foi determinada, para um volume de

! e a taxa

reator de 5L, gque a melhor agitagdo foi de 225 min"
de aeracdo de 0,15 vvm obtendo uma atividade enzimdtica de
127 DSU/ml. Sendo que uma DSU foi definida como a quantidade
de enzima que converte um miligrama de sucrose em dextrana

em uma hora a pH 5,2 e 30°C em 10% de solugdo de sucrose.

CURRALERO (2000) realizou um estudo aprofundado do
sistema proposto por SOUZA (1993) obtendo parémetros
cinéticos e modelo deterministico e aplicou técnicas para
otimizagcdo do sistema. Além disto, testou o processo em

escala laboratorial.

O modelo deterministico apresentado neste trabalho foi
desenvolvido por FLORIDO (2000), gque por sua vez baseou-se,
principalmente, no trabalho desenvolvido por SOUZA (1993).
FLORIDO (2000) modelou e desenvolveu uma estratégia de
controle para a sintese de dextrana em reator continuo com

reciclo da enzima, também conhecido como CARE.
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2.5. INTELIGENCIA ARTIFICIAL

E dificil de definir Inteligéncia Artificial (IA) de
modo exato e absoluto. Todas as técnicas e programas que sao
utilizadas para fazer computadores resolverem problemas que
sdo normalmente resolvidos por seres humanos podem ser

classificados como IA.

Segundo FEIGENBAUM (1981) "IA é parte da ciéncia da
computacdo relacionada ao projeto de sistemas computacionais
inteligentes, isto é, que exibem caracteristicas que néds

associamos com inteligéncia no comportamento humano".

O objetivo mais amplo da IA é a construgdo de sistemas
cooperativos que assistam de perto os humanos em seus
trabalhos ou sistemas autdnomos que possam operar Ssem

intervengdo humana.

A TA utiliza técnicas gque constroem programas em dgue
cada parte atua de forma independente objetivando a solucéo
de um problema ou conjunto deste. Com a programagcdo comum
pode se fazer tudo o gque um programa de inteligéncia
artificial faz. A grande diferenca entre eles é dgue no
programa com inteligéncia artificial cada parte pode ser
modificada sem afetar a estrutura inteira do programa.
Segundo LEVINE et al. (1988) esta flexibilidade permite
maior eficiéncia e compreensibilidade na programagdo, ou

seja, “inteligéncia”.

A IA tem trés Areas de observacdo (MANAS, 1999):

= Linguagem natural: relacionada com o
desenvolvimento de programas de computadores, que
possibilitam a sua leitura, fala e entendimento da
conversacao natural das pessoas;

* Robética: relacionada com o problema de desenvolver
programas visuais e tatedveis que permitam aos
robds mover-se em volta de um ambiente e manipular

objetos.
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= Engenharia do Conhecimento: relacionada com ©
desenvolvimento de programas que usam conhecimento
simbdélico para simular o comportamento dos humanos

especialistas.

A seguilr sado citadas a 4&reas onde se concentram o
maior numero de pesquisas em IA:

" Processamento Natural da Linguagem

" Sistemas Especialistas

= Jogos

® Redes Neurais Artificiais

= Légica Fuzzy

Processos biotecnoldégicos sdo, por natureza, varidveis
com o tempo e ndo lineares. Segundo KARIM et al. (1997), a
natureza tempo-variante se deve ao fato de que os
microrganismos sofrem, ao longo do tempo, mudancgas de
natureza fisioldégica e morfoldgica e mutagdes. J& a néo
linearidade apresentada pelos processos é fruto de varios
fatores, dentre eles: cinética celular de crescimento e
formacdo de produtos (inibig¢do das reagdes pelo aumento da
concentragcdo do produto formado), limitagdes termodindmicas
do processo, efeitos de transferéncia de massa e calor,
agitacdo do fluido no reator, interacgdo entre os fendmenos,
dentre outros. Em Bioprocessos mais conhecidos e entendidos,
melhorias na supervisao e controle podem reduzir
consideravelmente a variabilidade do processo aumentando
conseqlientemente o rendimento. Metodologias de Inteligéncia
Artificial e outras técnicas de modelagem e controle estéo
permitindo o desenvolvimento de Sistemas Supervisdrios
Inteligentes (SSI) . IGNOVA et al. (1996) mostram o
desenvolvimento de um SSI na fermentacdo industrial de

penicilina.

No préximo tépico serdo tratados com maiores detalhes
as Redes Neurais Artificiais e os Sistemas Especialistas,

que representam a area de interesse deste trabalho.
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2.6. REDES NEURAIS ARTIFICIAIS

2.6.1. Introdugao

Redes Neurais Artificiais (Artificial Neural Networks)
sdo técnicas computacionais que apresentam um modelo
matemdtico inspirado na estrutura neural de organismos
inteligentes que adquirem conhecimento através da

experiéncia.

Uma Rede Neural Artificial ¢é composta de varias
unidades de processamento simples que normalmente ndo fazem
mais nada além de somar entradas de forma ponderada (CHITRA
et al., 1995). Ao invés de executar uma série de instrucgdes,
uma rede neural responde em relacdo as entradas que lhe séao
fornecidas. O resultado final consiste em um estado geral da
rede obtido depois que ela atinge a condigcdo de estado
estaciondrio, o qual correlaciona padrdes entre os dados de
entrada e as saidas correspondentes ou os valores de saida
desejados. Cada unidade (neurdnio) trabalha com dados

provindos de suas conexdes.

Em 1943, Warren McCullock e Walter Pitts explicaram o
funcionamento de um neurdnio artificial, mais tarde
denominado neurdnio de McCullock-Pitts (Figura 2.14). Este
neurdnio mostra, de forma simplificada, uma nocgdo do

funcionamento de R.N.As

T Uf(a). ;
B

Figura 2.14 :Esquema de unidade McCullock - Pitts (MENDES,
1997).
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Primeiramente os dados sdo apresentados a entrada
(X1,X3,...,Xp). Cada sinal ¢é, entdo, multiplicado por um
nimero, ou peso (Wy,Wy,...,Wp), que indica sua influéncia na
saida da wunidade. A soma ponderada dos sinais ¢é feita
produzindo um nivel de atividade. Ou seja:
a=W1*X1+W2*X2+...+Wp*Xp Equacgédo 2.4

onde a é a atividade.

Caso este nivel de atividade exceda um determinado
limite (“threshold”), a unidade de processamento (neurdnio)

produz certa resposta de saida.

MacCullock e Pitts trabalharam com sinais que assumem
valores booleanos (0 ou 1) e 0 como um limitador, assim a

saida pode ser dada por:

vy 1, se a >= 0 ou

y 0, se a < 0

Esta ¢é uma explicacdo simplificada. A Figura 2.15
mostra um neurdnio de forma mais detalhada, onde S é a soma,

A a ativagédo e T a transferéncia.

1 -
ENTRADA — p "2 S A T —»saDa
.ﬁ%_ ' '
Figura 2.15: Neurdnio artificial (NOVA, 1992).

A funcdo Soma (S) estabelece a forma de como combinar
os valores de entrada de um neurdnio B (Ex: Equacdo 2.4) com
0os pesos das conexdes deste neurdnio em um instante t

gerando um valor, por exemplo, Sz(t).
Fungdo de Ativacgédo

2

A funcgdo de Ativagdo estabelece como o valor Sz(t) é

combinado com o estado atual de ativacdo deste neurdnio
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ag(t) para produzir um novo estado de ativagao ag(t+l). As

principais fun¢gdes de ativagao séo:

“ :

Hard Limiter Threshold Logic Sigmoid

A funcdo sigmoide é a mais utilizada, sua expressao é:

1
f(a): BE do 2.5
_ quagédo 2.
[1+e a)
O valor de saida do neurdnio € obtido através da
funcdo Transferéncia T(ag(t)). A funcdo de transferéncia

mais utilizada é a funcdo identidade, ou seja, o valor de

saida do neurdnio é igual ao valor de sua ativacéo.

As R.N.As ndo se resumem a entrada e saida de dados, é
preciso treinar a rede de modo que o0s pesos sejam ajustados.
Uma rede neural ¢é especificada, principalmente, pela sua
topologia, pelas caracteristicas dos nés e pelas regras de

treinamento. A seguir, serdo apresentados maiores detalhes.
2.6.2. Arquitetura

A escolha da arquitetura da rede leva em conta o
nimero de camadas, o numero de neurdnios, etc. A Figura 2.16

mostra um tipo de arquitetura.
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Camada de Camadas Camada de
entrada Intermediarias saida

Coneiﬁns

Figura 2.16: Organizagdo em camadas (MENDES, 1997).

As camadas sdo classificadas em trés tipos:

® Camada de Entrada: onde os padrdes sao apresentados
a rede (“Input”);

" Camadas Intermedidrias ou Escondidas: onde ¢é feita
a maior parte do processamento, através das
conexbes ponderadas. Podem ser consideradas como
extratoras de caracteristicas (“Hidden”);

* Camada de Saida: onde o resultado final é concluido

e apresentado (“Output”).

Os ©pesos estdo associados as conexdes. Um peso
positivo pode representar uma entrada excitatdéria, enquanto

que um peso negativo representa uma entrada inibitéria.

2.6.3. Topologia

A topologia se refere a como os neurdnios séo
interligados. Os modos principais séo:

= Redes “FEED-FORWARD”: os dados fluem da entrada

(“input”) para a saida. Nao existem conexdes na

direcdo contréaria.
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= Redes RECORRENTES (“"FEEDBACK") : existe um fluxo
contrdrio entrada/saida de dados. Ao contrdrio da
"Feedforward”, as propriedades dindmicas da rede

sdo importantes.
2.6.4. Treinamento

A rede Maprende” alterando os pesos associados as
entradas de cada neurdnio. A regra de aprendizagem descreve
exatamente como os pesos devem ser alterados e é determinada
pelo modelo da rede escolhido. O aprendizado ocorre gquando a
rede neural atinge uma solucgdo generalizada para uma classe

de problemas.

O aprendizado pode ser:

® Supervisionado: ¢é apresentado a rede par padréao
(entrada/saida) de dados que funcionam como
professores da rede.

®* Nao-supervisionado (auto-organizagdo): um conceito
€ incorporado a rede sem o conhecimento prévio da

saida.

Dentre as regras de aprendizagem mais comuns podemos
citar a Regra Delta, a regra Delta generalizada e a Regra
Hebbiana. A regra delta simples funciona em redes de uma
camada sendo seu entendimento um passo para se aplicar a
regra delta generalizada, que é utilizada em redes

multicamadas. A seguir uma explicacdo sobre a regra delta.

Ao se apresentar um padrdo de entrada a rede com oOs
pesos inicializados aleatoriamente ela produzird uma saida
(saida obtida). A regra delta prevé a modificacdo dos pesos

da seguinte maneira:

Wn()vo:Wanterior+’B*(d_0)*X Equagdo 2.6
onde: d = resposta desejada (saida)

O = resposta Obtida (saida)

B = taxa de aprendizado. Constante positiva
que influi na velocidade de aprendizado.

X = valor de entrada.
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Modo de corregdo dos pesos na aprendizagem:

Denomina-se ciclo uma apresentagdo de todos os N pares
(entrada/saida) do conjunto de treinamento no processo de
aprendizado. A correcdo dos pesos num ciclo pode ser
executada de dois modos:

®= Modo Padrao: A correcdo dos pesos acontece a cada

apresentacdo a rede de um exemplo do conjunto de
treinamento. Cada correcdo de ©pesos Dbaseia-se
somente no erro do exemplo apresentado naquela
iteragdo. Assim, em cada ciclo ocorrem N corregdes.

"= Modo Batch: Apenas uma correcdo é feita por ciclo.

Todos os exemplos do conjunto de treinamento séo
apresentados a rede, seu erro médio é calculado e a

partir deste erro fazem-se as corregdes dos pesos.
2.6.5. Redes Multicamadas

A Figura 2.16 mostra uma rede multicamada. Todas as
redes utilizadas atualmente sdo multicamadas, variando
apenas a forma das ligacdes (conexdes), o nuUmero de camadas

e a quantidade de neurdnios existentes em cada uma.

Cada camada da rede tem uma funcdo especifica: a
camada de saida recebe os estimulos da camada intermedidria
e constréi a resposta. As camadas intermedidrias séo
extratoras de caracteristicas, cujos pesos séo uma
codificacdo das caracteristicas apresentadas nos padrdes de
entrada permitindo que a rede crie uma representagdo mais

rica e complexa do problema.

O algoritmo mais utilizado para treinamento de redes
multicamadas é o de retropropagagdo ou “backpropagation”. O
modelo de rede mais utilizado é o das redes “Perceptron
Multi-camadas” (MLP) treinadas com o algoritmo de

“backpropagation”.

60



Capitulo 2

2.6.6. Backpropagation

0 algoritmo de “backpropagation" utiliza uma
modificagdo da regra delta: a regra delta generalizada. O
algoritmo funciona da seguinte maneira:

1. Inicializacgéo de todos os parémetros

(pesos, taxa de aprendizados, etc.);

2. Apresentagdo de um padrdo a camada de
entrada;
3. Cédlculo da atividade em cada neurdnio (a

rede flui até a saida);

4. Obtengdo de uma resposta na saida;

5. Comparacdo do valor obtido na saida com a
resposta padrdo calculando o erro;

6. Atualizacdo de todos os pesos de forma a

minimizar o erro (retropropagacdo do erro);

Novos padrdes sdo apresentados a rede até se conseguir
um erro minimo sem perda da sua capacidade de generalizacgdo.
A Figura 2.17 mostra o esquema do algoritmo de

“backpropagation”.

Saida obtida

| ATIVIDADE

Padrio de entrada

Figura 2.17: Esquema de treinamento com o algoritmo de
“backpropagation”.

Apds a rede estar devidamente treinada, ou seja, com

um erro minimo e uma capacidade de generalizacdo méxima, ela
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pode ser utilizada como na Figura 2.18. A rede é entéo

integrada a um sistema do ambiente operacional da aplicacgao.

Saida obtida

ATIVIDADE>

|

Padrio de entrada

Figura 2.18: Utilizacdo da MLP

2.6.7. Passos para o Desenvolvimento de uma

R.N.A

1° Passo: Coleta dos dados

Os dados colhidos devem ser significativos e cobrir o
problema amplamente. Deve-se lembrar que a rede aprende com
estes dados e se caso eles forem restritos as operagdes
normais a rede ndo conseguird trabalhar eficientemente em

situacdes fora de controle.
2° Passo: Divisdo dos dados

Os dados devem ser divididos em duas categorias: um
conjunto serd usado no treinamento e o outro para verificar
se a rede estd bem treinada. Este Gltimo conjunto é chamado
de dados de teste ou validacdo. Um subconjunto de dados
extraido dos dados de treinamento pode ser utilizado para
verificar a capacidade de generalizacgdo durante o

treinamento (MENDES, 1997).

Todos os dados devem ser colocados em ordem aleatdria
para evitar tendéncias. Podem também, dependendo do caso,

sofrer normalizac¢des, escalonamento e conversdo de formato.
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Estes tratamentos podem tornar os dados mails apropriados

para se trabalhar.
3° Passo: Definir a configuracdo da rede

Este passo inclui a selegcdo do paradigma neural, a
determinacdo da topologia da rede e determinacdo dos
parémetros do algoritmo de treinamento e fungdes de

ativacéo.

4° Passo: Treinamento

.

E a fase em que o0s pesos sdo ajustados. Deve-se
definir os valores iniciais de cada peso (geralmente
aleatdério). O modo de treinamento utilizado normalmente é o
padrdo, ©pois armazena quantidade de dados e é menos
susceptivel a problemas de minimos locais. Porém, o modo
“batch” torna o treinamento mais estdvel. O tempo de
treinamento depende de varios fatores e um critério de
parada pode ser utilizado. Um critério bastante utilizado é
o numero méximo de <ciclos, no entanto, deve-se levar em
consideragcdo a taxa de erro média e a capacidade de
generalizagcdo. O ponto détimo de parada deve ser aquele em
que a rede tem um erro minimo e uma capacidade de

generalizagdo médxima.
5° Passo: Teste da rede

Nesta fase sdo utilizados dados que ndo foram usados
no treinamento da rede. A andlise destes dados permite a
avaliacdo do desempenho da rede. Pode-se verificar se ha
neurdnios com peso pequeno que podem ser descartados ou com
pesos significativos que podem estar associados a um “over-—
training” da rede. O “over-training” faz com que a rede se
especialize demais nos dados de treinamento perdendo a sua

capacidade de generalizacéo.
6° Passo: Integracdo da rede

Apbdés o treino e validacdo a rede pode, entdo, ser

acoplada ao ambiente operacional da aplicagdo para o gqual
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ela foi criada. O sistema deve periodicamente monitorar o
desempenho da rede fazendo sua manutengdo e indicando se héa

necessidade de retreinamento.
2.6.8. Erros

Para cada configuracdo de rede ¢é calculado o Erro
Relativo Médio (Eze;) comparando-se o resultado da R.N.A e o
modelo. O treinamento é feito de modo a se minimizar o Erro
Quadrdtico Global (Eyx). O erro Eg; € utilizado para se

verificar a melhor configuracdo de rede.

_ z ‘VSrede - VSmod elo
rel — N

Equacédo 2.7

E

E :%.Z[(om—dm)z] Equacdo 2.8

onde VS,eqge © VSpogeio S80 0s valores da variavel de
saida Vs provindos da rede e do modelo,
respectivamente, ao se utilizar o conjunto de pesos
ajustados. N é o numero de pares utilizados na
representagcdo. O, e d, sdo os valores obtidos pela
rede e o desejado (modelo) durante o processo de
treinamento. A varidvel m representa o numero de
varidveis de saida da rede.

2.6.9. Consideracgoes

As redes neurais sdo vistas como "caixas pretas", néao
se sabendo como a rede chega ao resultado final. Nao héa

justificativas para respostas dos modelos.

o) treinamento de redes neurais que utilizam
“backpropagation” tende a ser muito lento. A arquitetura
ideal da rede é dificil de definir. Ela deve ser grande o
suficiente para conseguir obter as representacgdes
necessdrias, ao mesmo tempo pequenas o suficiente para se

ter um treinamento mais rapido.

A taxa de aprendizado P da rede varia de 0 a 1. Quanto

maior o valor de [P mais rédpido serd o treinamento. No
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entanto, valores altos podem levar a oscilagdo do modelo.
Sendo assim, é preciso ter uma taxa alta o suficiente para

agilizar o treinamento, mas que ndo leve a oscilacéo.

Uma maneira de aumentar a taxa de aprendizado sem
levar a oscilacdo ¢é modificar a regra delta generalizada
para incluir o termo momento (). O termo momento leva em
consideracdo o efeito de mudangas anteriores de pesos na
direcdo do movimento atual no espacgo de pesos. Adicionando o
termo de momento a equacdo de correcgcdo dos pesos pode-se
melhorar o tempo de treinamento do algoritmo de
“backpropagation” e a estabilidade do processo. Torna-se
atil em superficies de erro que contenham quedas
significativass, com curvas acentuadas ou vales com descidas
suaves, pois a rede consegue atingir o fundo dos vales
(minimos locais) na superficie de erro (exemplo na Figura

2.19).

Figura 2.19: Superficie de erro.

Um fendbmeno chamado “paralisia da rede” ocorre gquando
o processo de treinamento fica extremamente lento. Este
efeito é conseqiiéncia do ajuste dos pesos em valores muito
altos o que forgca os neurdnios a trabalharem com altos
valores de saida em uma regido onde a derivada da fungdo de
ativacdo € pequena. Para contornar esta situacdo deve-se,

geralmente, reduzir a taxa de aprendizado.
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2.6.10. Modelagem Hibrida

O desenvolvimento de modelos puramente mecanisticos ou
deterministicos (Figura 2.20a) suficientemente detalhados
para descrever com sucesso o0s principais fendmenos dgue
ocorrem no processo € uma atividade cara e muitas vezes
demorada. Nestes modelos todas as equacgdes de balanco, taxas
cinéticas e parémetros necessarios estdo descritos por
relacdes matemdticas bem definidas. A grande vantagem destes
modelos € o conhecimento detalhado do processo que eles

fornecem.

Por outro lado, o uso de modelos totalmente caixa
preta, como é o caso R.N.As, pode levar a um uso inadequado
das informagdes disponiveis (ZORZETTO et al., 2000). A
utilizacdo destes modelos (Figura 2.20b) torna o processo
desconhecido, pois nd&o se sabe as leis e relagdes que o
regem. Sabe-se apenas a reagcdo do processo depois de
determinada perturbacgdo. Ndo hd& justificativa, em principio,

do ponto de vista matemdtico para as respostas do modelo.

Os modelos hibridos, também chamados de modelos “caixa
cinza” combinam equagdes deterministicas com técnicas de
modelos “caixa preta” (que, em principio, serdo reservadas
para as partes ndo muito esclarecidas do sistema), de forma
a obter um uso eficiente das informag¢des disponiveis. A
razdo para isto é que existem aspectos do processo que podem
ser acuradamente descritos por equagdes relativamente

simples, como os balancos de massa e energia.

Podem-se gerar os modelos hibridos utilizando
diferentes niveis de informacgdo conforme mostrado em Figura
2.20c e Figura 2.20d. Normalmente, as andlises tém mostrado
que os modelos de R.N.As puros apresentam um bom desempenho
na faixa das condigdes de operacdo do processo, que foram
utilizadas no seu treinamento. No entanto, a inclusao do

conhecimento mecanistico, através das equacgdes
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deterministicas, aumenta as capacidades de extrapolacgdo e

interpolagao do modelo.

O modelo hibrido deve ser desenvolvido depois de
definida a estrutura 6tima da rede e seu treinamento. A rede
treinada e validada é acoplada ao modelo deterministico. Um
esquema geral da construcdo de um modelo hibrido é mostrado

na Figura 2.21.

Exemplos de aplicagdes de modelagem hibrida em
processos biotecnolégicos podem ser encontrados em GOUVEIA
(2000), GOUVEIA e MACIEL FILHO (2003a), HARADA et al. (2002)
e DE ASSIS e MACIEL FILHO (2000).

Equacdes de
Balango

Parametros da Equagdo da Taxa
e Relagdes de temperatura

Equacdes de Equacédo da
I Balango Taxa

Parametros da Equacgdo da Taxa
e Relacgdes de temperatura

Equacgdes de Equacdo da
Balancgo Taxa
Parametros da Equagdo da Taxa

e Relacdes de temperatura

Equagdes de Equagdo da

Balanco Taxa
Parametros da Equagdo da Taxa

e Relacdes de temperatura

Figura 2.20: Tipo de Modelos: (a) Modelo deterministico, (b)
Modelo “Caixa Preta” (ex.: Redes Neurais Artificiais), (c) e
(d) Modelos Hibridos “Caixa Cinza”.
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Modelo Redes Neurais | Modelo
Deterministico Artificiais Hibrido

Figura 2.21: Esquema geral da construcdo de um modelo
hibrido.

2.7. SISTEMAS ESPECIALISTAS

O S.E é um tipo de tecnologia de software que trabalha
com engenharia do conhecimento. A palavra sistema é definida
como “conjunto de elementos, entre os quals se possam
encontrar ou definir alguma relacgdo" e especialista ¢é
“pessoa gue se consagra com interesse e cuidado a certos
estudos, conhecedor, perito" (FERREIRA, 1986). Assim, S.Es
sdo sistemas que solucionam problemas que s&o soluciondveis
apenas por pessoas especialistas na resolucdo deste tipo de

problema (FEIGENBAUM, 1981).

Algumas diferengas entre os sistemas especialistas e
os programas convencionais (MANAS, 1999):

= Os sistemas especialistas usam e representam
conhecimentos, enquanto os programas convencionais
usam e representam dados.

"= Os sistemas especialistas wutilizam a heuristica,
enquanto os programas convencionais usam
algoritmos.

"= Os sistemas especialistas utilizam um processo
inferencial enquanto os programas convencionais
utilizam processos repetitivos.

"= Os sistemas especialistas sdo orientados rumo ao
processamento simbdlico, enquanto o0s programas
convencionais s&do orientados para o processamento
numérico. Processamento simbdlico quer dizer que 14
se manipulam simbolos que representam objetos e
relagbes. Para resolver um problema, O sistema
especialista manipula esses simbolos mais do que

executar pura e simplesmente cdlculos matemdticos.
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" Os sistemas especialistas podem facilmente explicar
as suas razbes durante a sua execugdo, enquanto
para pequenos programas convencionais isto é uma
tarefa impossivel. Nos sistemas especialistas, o
usudrio pode perguntar em qualquer momento, por que
o S.E faz determinada pergunta ou como chegou a uma
determinada conclusdo em particular.

= A execugdo dos sistemas especialistas € altamente
interativa, enquanto nos programas convencionais é
ou seqliiencial ou em "batch".

" Os sistemas especialistas podem ser mantidos por
pessoas especialistas (também chamados engenheiros
do conhecimento), enquanto os programas

convencionais sdo mantidos pelos programadores.

2.7.1. Componentes de um S.E

2

Um S.E é composto de:

= Base de Conhecimento: armazena o} conhecimento
especfico para determinada aplicacdo que pode ser
diretamente fornecido por um  especialista ou
acumulado pelo sistema em experimentos. Contém o
dominio do conhecimento na forma de fatos e regras
ou outra forma de conhecimentos heuristicos.

" Mecanismo de Inferéncia: atua como uma estrutura de
controle utilizando a base de conhecimento na
procura de uma solugdo para o problema.

* Interface com Usudrio: tem a funcdo de facilitar a
comunica¢do homem-mdquina, estimulando, orientando

e extraindo respostas do usudrio para fornecer a

solucao.
Segundo LINKO (1998) “o conhecimento implica em
entendimento. O processo de construgdo de um S.E ¢é

freqlientemente chamado de engenharia de conhecimento. A
engenharia de conhecimento envolve a aquisicéo,

representacdo, implementacdo e processamento para a solucgao
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pratica e especifica de ©problemas. A representagdo do
conhecimento é a chave para o sucesso de um S.E. O
desenvolvedor do sistema incorpora dados e conhecimentos
apropriados no sistema. Durante o uso continuo do S.E, ele
poderd ser atualizado modificando-se ou adicionando-se dados

e conhecimento.”

A seguir é mostrada uma classificacdo, Dbaseada na
funcdo a ser exercida pelo sistema, para diversos tipos de
S.Es existentes:

= Interpretagdo: Sao sistemas que inferem descrigdes
de situagdes a partir da observagcdao de fatos
fazendo uma andlise de dados e procurando
determinar as relacgdes e seus significados.

" Diagnésticos: S3o sistemas que detectam falhas
oriundas da interpretacdo de dados.

® Monitoramento: Interpreta as observagdes de sinais
sobre o comportamento monitorado.

" Predigao: A partir de uma modelagem de dados do
passado e do presente, este sistema permite uma
determinada previsdo do futuro.

® Planejamento: O sistema prepara um programa de
iniciativas a serem tomadas para se atingir um
determinado objetivo.

* Projeto: E um sistema capaz de Jjustificar a
alternativa tomada para o projeto final, e de fazer
uso dessa justificativa para alternativas futuras.

= Depuragao: Trata-se de Sistemas que possuem
mecanismos para fornecerem solugdes para o mau
funcionamento provocado por distorg¢des de dados.

" Reparo: Este sistema desenvolve e executa planos
para administrar os reparos verificados na etapa de
diagnéstico.

® Instrugdo: O sistema de instrugdo tem um mecanismo
para verificar e corrigir o comportamento do

aprendizado de estudantes.
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* Controle: E um sistema que governa O comportamento
geral de outros sistemas (nao apenas de
computacdo). E o mais completo, de um modo geral,
pois deve interpretar os fatos de uma situacéo
atual, verificando os dados passados e fazendo uma

predicdo do futuro.

Na Tabela 2.10 sdo descritas algumas “palavras—-chave”

utilizadas quando se fala de S.E.

Os S.E podem ser utilizados em varias A&reas do
conhecimento e também em processos biotecnoldgicos. LIENQUEO
et al (1997) construiram um S.E hibrido que combina as
regras do S.E com correlacdes matemdticas para a manipulacéo
de uma base de dados para a selecdo de uma seqgiiéncia de
operacdes de um processo de separacdo de proteinas. O
trabalho descreve como dados fisico—quimicos foram
utilizados para selecionar uma seqliéncia de operagdes com um
numero minimo de passos para se chegar a um nivel de pureza
especificado. Este trabalho é fruto de trabalhos anteriores
podendo citar ASENJO (1989) e ASENJO e MAUGERI (1992). Em
2000 LIENQUEO e ASENJO publicaram um artigo com uma nova
versdo deste S.E hibrido. Eles wutilizaram o Shell Nexpert

Object™ da Neuron Data.

GUERREIRO et al (1997) desenvolveram um S.E para o
projeto de uma unidade de fermentacdo continua para producédo
de &4lcool. O S.E € hibrido envolvendo também simulacdes
computacionais. O processo é similar ao encontrado no item
3.1.1. e foi wutilizado um Shell trabalhando com interfaces
do DOS. Como exemplo de aplicagdo de S.E em controle de
processos biotecnoldédgicos pode-se citar o trabalho de
CIMANDER et al (2003) . Eles utilizaram um S.E no
desenvolvimento e projeto de um sistema computacional
integrado para monitoramento e controle de biorreatores
laboratoriais equipados com uma variedade de analisadores

gerando mais de 1800 diferentes sinais do Bioprocesso.
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Continuando a explicagdo sobre S.E segue no prdéximo
tépico uma descrigdo de como funciona um S.E. No capitulo 7

se encontram maiores explicacdes sobre o assunto.

Tabela 2.10: Um glossdrio resumido sobre Sistema Especialista
(LINKO, 1998)

Inteligéncia Uma &rea da ciéncia da computacdo que propde

Artificial a possibilidade de um computador se
comportar inteligentemente como um
especialista humano faz.

Backward chaining Uma estratégia de controle na qual um

sistema baseado em regras tenta determinar
se uma regra € correta.

Conhecimento baseado [Programacdo em que o conhecimento é estocado

em regras na forma de experiéncia ou regras.

Dominio Uma area estreitamente definida do
conhecimento.

Sistemas Um sistema de computador imitando a

Especialistas performance de um especialista humano.

Forward chaining Estratégia de controle de um sistema baseado

em regras inicializada pela checagem de
todas as regras cujas clatsulas IF séo
verdadeiras, repetindo o ©processo até o
objetivo ser alcancgado.

Frame Um esquema de representacdo de conhecimento
similar a uma lista ou registro de
propriedade na programacdo convencional.

Légica Fuzzy O processo de resolver problemas gque lidam
com dados ambiguos e expressam todas as
coisas em forma de grau por fungdes membros
que recebem valores entre 0 e 1.

Sistemas Hibridos Um sistema que é baseado em vArias técnicas
tais como, programacgao convencional,
conhecimento especialista, légica fuzzy,
redes neurais, etc.

Mecanismo de A porgdo do sistema que contém a inferéncia
Inferéncia e estratégias de <controle. Também pode
incluir subsistemas (ex. para aquisicdo de
conhecimentos, explanacdo e interface com o
usudrio) .

Base de Conhecimento [A parte do S.E que consiste de fatos e
heuristica sobre o dominio.

Regras Uma expressdo condicional representando um
(if...then...") raciocinio heuristico em que a primeira
parte IF estabelece as condigdes para que a
Segunda parte THEN seja executada.

Shell Um programa que facilita a construgdo de um
S.E.

2.7.2. Funcionamento de um S.E

z

O funcionamento da tomada de decisdo de um S.E ¢é
parecido com um especialista humano. Para um especialista

tomar uma decisd@o sobre um problema especifico ele deve
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primeiro encontrar fatos e formular hipdteses. Com base no
conhecimento prévio acumulado em sua memdédria e adquirido
através da sua formacdo académica e/ou através da vida
profissional, o especialista emite a decisdo. O processo de
raciocinio para tomar a decisdo final sobre um problema
especifico é feito verificando-se o grau de importéncia dos
fatos que encontra comparando-os com as informagdes dos
fatos e hipdéteses contidas no seu conhecimento acumulado.
Durante o processo novas hipdteses sdo formadas e novos
fatos sdo verificados. O especialista pode ndo chegar a uma
decisdo se os fatos de que dispdem para aplicar seu
conhecimento prévio acumulado ndo forem suficientes, podendo
até chegar a uma conclusado errada. Este erro, caso ocorra, é
funcdo de fatos verificados e do conhecimento prévio
acumulado do especialista. Um S.E é um programa que capacita
o computador a auxiliar wuma tomada de decisdo para um
problema. O conhecimento prévio de um especialista humano é

utilizado para instruir o computador na tarefa.

CHORAFAS (1988), exemplifica a atuagdo de um S.E com
as seguintes ©palavras: “o computador interage com as
perguntas do usudrio e apresenta uma conclusao baseada nas
respostas. O usudrio pode perguntar ao computador por que
ele quer certa informacdo e o S.E explicard sua necessidade
dos dados e como eles serdo utilizados. O mais importante é
que o S.E mostrard como chegou a suas conclusdes; néo
fornecendo somente a resposta, mas também as razdes ldgicas

da tomada de decisao.”

2.8 . CONCLUSOES

O estudo do projeto de biorreatores mostrou que existe
um amplo conjunto de varidveis a serem consideradas e
analisadas para a escolha de Dbiorreatores e projetos de
sistema biotecnoldégicos. Cabe ao projetista saber as etapas
a serem desenvolvidas, pesquisar os dados necessarios,
analisar como as varidveils se relacionam, enfim, ter em mdos
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todos os detalhes do processo para a correta escolha e

projeto do sistema.

O uso de técnicas de inteligéncia artificial esté
crescendo em todas as 4&reas do conhecimento inclusive no
projeto e operagcdo de processos biotecnoldégicos. Torna-se
entdo de grande importadncia o desenvolvimento de ferramentas

que permitam a utilizacdo destas técnicas.

E neste contexto que o aplicativo Bio-PSA (BioProcess
Simulation Assistant) foi desenvolvido. No prdéximo capitulo
serdo mostradas as equagdes matemdticas utilizadas nos
processos implementados nos médulos do Bio-PSA. Os capitulos

seguintes contém a apresentacdo do aplicativo.
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cAPITULO 3

3. MODELOS MATEMATICOS

Prefacio

O modelo matemdtico de um processo permite fazer sua
simulagdo reproduzindo seu comportamento apos sofrer
perturba¢bes. Neste capitulo sdo apresentados os modelos
utilizados no software Bio-PSA que serd apresentado no
capitulo 4. Os dois primeiros modelos, apresentados no
topico 3.1, representam a produgdo fermentativa de etanol. O
item 3.1.1 mostra um processo fermentativo de produgdo de
etanol com quatro reatores ligados em série e reciclo. O
segundo processo fermentativo & um processo extrativo com a
presenca de uma unidade “Flash” e estd apresentado no item
3.1.2. O tépico 3.2 mostra o modelo de produg¢do de dextrana
seguido no tépico seguinte pela descrigdo dos modelos para
processo de purificagdo de proteinas baseados no método

CARE.

3.1. PRODUGCAO FERMENTATIVA DE ETANOL

3.1.1. Processo com quatro reatores e reciclo

As equagdes do modelo deterministico que representam o

processo descrito na Figura 3.1 sdo obtidas por balancos de
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massa e energia. O modelo cinético empregado na modelagem
foi descrito por LEE (1983) sendo seus pardmetros obtidos
por ANDRIETTA (1994). O modelo foi considerado ndo segregado
e nao estruturado, ou seja, a célula é tratada como um
soluto na modelagem. As equacgdes diferenciais geradas foram
resolvidas pelo método de Runge—-Kutta de 42 ordem
implementado em linguagem FORTRAN 90. A modelagem matemdtica
de Bioprocessos € considerada complexa requerendo modelos

cinéticos adequados e parédmetros confidveis.

3.1.1.1. Etapas do Bioprocesso

O processo esquematizado na Figura 3.1 representa um
processo em escala industrial. Consiste de quatro reatores
de mistura perfeita ligados em série com reciclo de células.
O primeiro reator recebe o mosto provindo da etapa de
preparagdo da matéria-prima e as células recicladas saidas
da unidade de tratamento &cido. Cada reator possui um
sistema de resfriamento, pois a conversdo da glicose em
etanol, realizada pelo microrganismo, é um  processo
exotérmico. O controle da temperatura é importante, pois ela
possui grande influéncia no comportamento da levedura. O
vinho fermentado é enviado para a unidade de separacdo. Este
vinho é constituido principalmente de etanol, agqua,
leveduras e acglUcares nado consumidos. A unidade de separacgao
é composta ©por centrifugas de pratos que operam com
velocidade angular de 8000rpm. O vinho fermentado entra na
centrifuga com cerca de 30g/1 a 45g/1 de células (base
seca) . A separagao fornece dois produtos: o vinho
delevedurado que é mandado para a unidade de destilacdo; e o
creme de levedura dgue segue para a unidade de tratamento
acido.

O vinho delevedurado deve ter no maximo 3g/l1 de
células e ao sair da centrifuga é enviado ao tanque pulmao
da unidade de destilagdo (dorna volante). A concentracdo de

etanol no vinho delevedurado é de 9 a 12% e, dependendo do
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processo de destilagdo, fornecerd como produto final &lcool

hidratado ou anidro (ANDRIETTA, 1994).

O creme de levedura, destinado a unidade de tratamento
dcido, contém de 160 a 200g/1 de células (base seca). Esta
unidade ¢é constituida de dois a quatro tanques agitados. O
creme € primeiramente diluido com &gua de boa qualidade na
proporgcdo 1l:1 sendo o pH ajustado com &cido sulfurico
concentrado (2,0 a 2,5). A duracdo desta etapa é de uma a
duas horas. A adicdo da &gua tem como objetivos: a quebra
do poder tampdo do creme diminuindo a quantidade de &cido
adicionado; diminuicéo da concentracao de produtos
inibitérios ao crescimento do microrganismo; adicdo de 0O, ao
meio. A finalidade do tratamento &cido é fazer uma selecédo
de células eliminando contaminantes e células “welhas”. Como
ja& dito, todo o processo é continuo e as células retornam ao

primeiro reator.

O mosto € uma mistura de caldo-decana tratada e melaco
(provindo da fabricacdo do acglcar). O caldo-de-cana recebe
um aquecimento seguido de decantagdo na sua preparagao. A
finalidade deste tratamento é eliminar sdélidos insoluveis
(terra, bagacilho, etc.) que podem interferir no processo

fermentativo bem como sobrecarregar as centrifugas.

Mosto

Refrigeragao

Agua e acido

v
Sangria de
Ar células

Tanque de

Vinho
Diluigéo delevedurado

Figura 3.1: Esquema do processo fermentativo para producéo
de etanol em escala industrial.
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3.1.1.2. Varidveis

A Tabela 3.1 mostra os valores operacionais das
principais varidveis do processo. Estes sdo valores em que o
processo deve trabalhar para que se consiga manter sua
lucratividade e eficiéncia. A Figura 3.2 apresenta as

varidveils no processo.

Tabela 3.1: Valores das varidveis operacionais de processo
(ANDRIETTA, 1994)

Varidveis Valores
Concentragdo de ART no mosto 180,0 g/1
Concentracdo de células no creme 180,0 g/1
Concentracdo de células no reciclo 90,0 g/1
Concentracdo de células no vinho 3,0 g/1
Temperatura do fluido refrigerante (&gua) 28,0 °C

F0.S0 Fw,Sw
A Xw,PwTw

RR

Fv Xv
Sf.Pf

Fr,Sr Sf.FL
Xr,Pr XL,Pf

Figura 3.2: Varidveis do processo de producdo de etanol.

A Tabela 3.2 e Tabela 3.3 mostram as principais
varidveis independentes e dependentes do processo que foram
utilizadas na modelagem. A Tabela 3.4 apresenta os valores
em que as varidveis independentes devem trabalhar durante o

processo.
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Tabela 3.2: Varidveis independentes trabalhadas na simulacédo.

Variavel Descrigdo Observagdes
Vazdo do meio de Seu valor é fixado em 100 m’/h.1
FO alimentagdo na
entrada do sistema
(m’h™)
- Deve estar em torno de 180g/l para
Concentracao de N .
B chegar a concentracgdo de etanol
AglGcares Redutores .
SO . . desejada. Seu valor depende da
Totais no meio de ) .
. ~ 1 cana—-de—agucar e da quantidade de
alimentacgdo (g 177) |, .
agua utilizada na moagem.
Fracdo entre a vazdo do creme de
RR Taxa de reciclo levedura tratado e a vazdo total de
alimentacdo do fermentador. Valor
mais utilizado é de 0,3.
Temperatura de Engloba a temperatura do mosto
alimentagdo do vinda dos resfriadores e do creme
Tw . . .
primeiro reator de levedura do reciclo. Seu valor
(°C) é fixado em 28°C
Depende da temperatura da agua do
Temperatura do 'p o per ur' ., gg =
. rio utilizado caso a industria nao
fluido de ) .
. . possua um sistema de resfriamento
Tje resfriamento na . . L s
em circuito fechado. O valor médio
entrada do . )
‘ dor i (°C) da temperatura de rios é em torno
r
oca de 28°C no estado de Sdo Paulo.

Tabela 3.3: Varidveis dependentes trabalhadas na simulacéo.

Varidvel Descrigdo

S (1) Concentragdo de ART no reator i (g 1

X (1) Concentracdo de células no reator i (g 177%)

P (i) Concentracdo de etanol no reator i (g 177%)

T (1) Temperatura no reator i (°C)

Te (1) Temperatura do fluido reagente na saida do
trocador 1 (°C)

. Vazdo do fluido de resfriamento no trocador de

Fj(i) . 3,.-1
calor i, (m’h™7).

FW Vazdo de alimentacdo do primeiro reator (m*h™!)

FL1 Vazdo de leite de levedura apds a sangria (nﬁhd)
Quantidade de etanol produzido pela fermentacdo

Rendimento alcodlica em relggéo a guantidade de aggca?es ?ue
pode ser convertida em alcool pela multiplicacgéo
do valor estequiométrico 0,511g/g e por 100(%).

Produtividade Quantidade de etanol formado em relacgdo a uma

unidade de volume do reator por unidade de tempo.
(g. 17*.n™)

Tabela 3.4: Valores das varidveis independentes (ANDRIETTA, 1994).

Varidveis independentes Valores
manipuladas
FO 100.0 (m’.h™)
RR 0.30
S0 180.0 (g/1)
Tw 28.0 (°C)
Tje 28.0 (°C)
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3.1.1.3. Modelo e Pardmetros Cinéticos

Um modelo cinético microbiano para aplicacéo
industrial deve ser simples (rapidez), ter poucos parémetros
para ajuste e descrever com precisdo o processo. A conversao
de ART em etanol por um microrganismo envolve grande numero
de reagdes enzimdticas. Uma descricdo completa deste modelo
cinético levaria a necessidade de muitos parédmetros o que
tornaria o modelo complexo e invidvel ©para aplicacéo
industrial. Para contornar este problema sao feitas
simplificag¢des. Considerar o modelo como ndo segregado € nao
estruturado Jj& reduz bastante o numero de pardmetros no
ajuste. LEE (1983) propds um modelo cinético derivado do
modelo de “Monod” que se mostrou adequado em escala
industrial gquando a dinémica é relativamente lenta (como os

processos fermentativos).

p n X m S )
u=p  |1——111- Equagdo 3.1
Pmax Xmax KS +S

O cédlculo de My inclui a temperatura (T) e segue a

equacado de Arrhenius:

En

U= Ae RT Equagdo 3.2
max
Segundo  ANDRIETTA (1994), abaixo da temperatura

critica de 32°C P,.x € constante, acima desta temperatura seu

cdlculo é feito pela Equagao 3.3.

P :KoeaT Equacédo 3.3
bor definicio: 4 1 dX
or definicgéao: =——
X dt

Ou seja:
dx )
—_—= Equacdo 3.4
dt

Substituindo a Equacédo 3.1 na Equagdo 3.4 tem-se:
dX pY(. x Y[ s
—=u X 1-—1]1- Equacdo 3.5
dt P . X x K,+S§
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A equacgdo acima descreve a variacdo de células com o

tempo. Sabe-se que:

dx ds i
E: % _E Equagédo 3.6

Yyxs €& uma constante calculada experimentalmente.
Relacionando a Equacdo 3.5 e a Equacdo 3.6 e sabendo que o

substrato é consumido:

5,

as  u...X P X S
—— = - | 1= Equacdo 3.7
dt Y’V P... X ax K;+S
s
dP
B . Kit
Analogamente, tem-se que:

L7

Resultando em:
1- Equacdo 3.8
dl % Pmax X ax K;+S

Resumindo, para o processo analisado tém-se as

seguintes relacgdes:

Iy :d_X:lumaXX 1-— P 1— X S Equagédo 3.9
dt P.. X K,+S
ds _ X P x ([ s
rg = _ Mo & 11— |1- Equacdo 3.10
dt Y’V P... X K¢+S
S
lumax " "
rp, = dP /S 1- P 1- X S Equacdo 3.11
dt }V P X x K,+S§
S

Os parédmetros cinéticos e as constantes utilizadas nas
equagdes diferenciais sdao mostrados na Tabela 3.5 e na

Tabela 3.6.
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Tabela 3.5 Valore

s dos Parédmetros Cinéticos (ANDRIETTA, 1994)

Parametros Valores
[T 0,41 hora (™)
Phax 103 grama/litro (T< 32°C)
Xmax 100 grama/litro
n 3,0
m 1,0
K, 1,6

Tabela 3.6 Valore

s das constantes utilizadas

Constantes Valores

E 1,54.10% cal.mol™
A 4,50.10%

Ko 895,6 g/1

a -0,0676 °c!

Balango de

massa para o reator i

Fi4
X
Si ;
P
Vi
X
5
Figura 3.3: Reator de mistura perfeita 1i.
a) Balancgo global
dC%PJ
—:F_ p,_ —Fp
dt i-1Fi-1 iMi

Considerando p; constante em cada reator:

ﬂ — E—lpi—l —F
e p, ’

b)

O balanco

Equacgédo 3.12

Balanco de Substrato

para o substrato é representado pela

seguinte expressao:

d(Vss;)

dt

=E_Si41 —ES +V,
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Substituindo a Equag¢do 3.10 na equagdo anterior:

d(‘/zSz) — F;_lsi_l _ ES, _ ‘/iﬂmaxXi 1_ E 1_ Xi Si Equacgao
dt Yy, P X, )\ K+, 3.13
N

ma:
c) Balango de Produto

Analogamente o balanco para o produto € representado

pela seguinte expresséo:

V.P.
S
t
V XY n m
d(VzP,)z P —FP-— i#max ’% 1- Pz 1— Xi Si Equacgao
dt e e Yy, P X )\ K +8. 3.14
S

d) Balanco de Células

O Dbalanco de células proposto por ANDRIETTA (1994)
engloba células vidveis e mortas ndo incluindo a taxa de
morte celular. Ou seja, é considerado que a concentracado de

células incapazes de crescer e reproduzir é desprezivel.

d(ViX;)
dt

WX)_p x -rx,-vp, x| 1= 2| 1o X | [ S saugete
dt P X ox K, +§, :

Balango de energia

=E_; X1 —EX; +V,

a) Fluido Reagente no reator i

piCpid(ViTi) E 5
S e = BATLpCp, — FLp.Cp, + Fe,(Te, =T,)p.Cp, + V,AHr, e

O termo V,AHr, provém da geragdo de calor do

crescimento do microrganismo para o reator da Figura 3.3.
Segundo SHULER e KARGI (1992), entre 40% e 50% da energia
obtida pelo microrganismo é transformada em energia
bioldégica (ATP) durante o metabolismo aerdbico. O restante

da energia é perdido para o meio na forma de calor.
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Para o reator estudado temos que:

d\VT V.AHX .
v, l):F;‘—IT;'—l_F;'T;'+Fci(Tci_T;')+#lui Equacdo 3.17
dt PCP Yy s
b) Fluido Reagente no trocador de calor i
d(TC[-) =E(Tl _Tcl_)— —UAi LMDT, Equagéo 3.18
dt Ve, Ve, p.Cp,
Onde:
T —-Tj.)—\Tc. —Tje
LMDﬂ:(’ ji) = ﬂ ie)
(7: - T]l)
Ln| ———~
(Tci - TJe)

c) Fluido de Resfriamento no trocador de calor i
d(1j,) _ Fj, (

i Vj

A,
Tje—Tji)+ L LMDT, Equagdo 3.19
ViipCp;

Balangos de massa aplicados ao sistema

A Figura 3.2 mostra o esquema do processo fermentativo
com as principais varidveis. Aplicando balango de massa em

partes do sistema obtém-se as equagdes abaixo:

FO
FW = Equacédo 3.20
(1-RR)
F,=F, —-F0 Equacdo 3.21
F.X
FLI_ KR Equacédo 3.22
X,
F,=F,-F, Equacdo 3.23
L= X, .
Fv ZFW Equacdo 3.24
XL_XV
F,=F -F, Equacédo 3.25
F;=F -F, Equacdo 3.26
F,.S
S, =—1 Equagdo 3.27
Fy
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FpSy +FS,
S = Equagédo 3.28
w F
w
P __Fh}? =
R = Equacgédo 3.29
FR
FR PR
P, = Equacdo 3.30
F

Assim, o processo descrito na Figura 3.1 é constituido
de sete equacgdes diferenciais para cada reator e mais onze
equacdes obtidas do balanco de massa no sistema. As equacgdes

sdo resolvidas pelo método de Runge-Kutta de 42 ordem.

3.1.1.4. Rendimento e Produtividade

As variaveis apresentadas neste capitulo até o momento
sdo observadas diretamente no processo. No entanto, existem
varidveils indiretas que sdo i1importantes para andlise do
processo, destacando rendimento do processo e produtividade

de etanol.

F, P4
REND =V—()ﬂ Equacédo 3.31
F0.50 0,511
PROD=M Equacédo 3.32
\%

Os valores de REND e PROD, nos perfis diné&micos, séao
valores médios referentes a uma hora de processo. DECHECHI
(1998) utilizou o artificio de colocar os valores da ultima
hora passada para que oS valores fossem oS mais

representativos possiveis dinamicamente.

3.1.2. Processo de Fermentagdo Alcodlica

Extrativo

O processo mostrado a seguir foi proposto por SILVA
(1998) e tem como objetivo a simulacdo de condigdes
industriais como apresentadas por ANDRIETTA e MAUGERI
(1994). SILVA (1998) propde um sistema em gque somente um
fermentador é usado ao invés de um sistema em cascata (Item

3.1.1), sendo que o tanque "flash" ¢é wusado para extrair

85



Capitulo 3

parte do etanol formado. Segundo SILVA et al. (1999) o
sistema proposto apresenta um melhor desempenho do que o

processo convencional.

3.1.2.1.Etapas do Bioprocesso

Como mostrado na Figura 3.4 o processo possui quatro
unidades:

® Fermentador (unidade de produgdo de etanol)

" Centrifuga (unidade de separacdo de células)

" Cuba (unidade de tratamento do fermento)

*= Tanque "flash" a vacuo (unidade de separacgdao da

mistura etanol-4agua).

O processo inicia-se com a alimentagdao do substrato no
fermentador, dque Jj& contém uma concentracdo inicial de
células de levedura. Dentro do fermentador, o substrato é
consumido e etanol ¢é produzido. A corrente de saida do
fermentador, contendo substrato, células e etanol, é enviada
para a centrifuga, onde é separada em duas fases, uma pesada
contendo a maior parte das células, e outra leve,
praticamente isenta de células. A fase que contém as células
é enviada para a unidade de tratamento do fermento (cuba),
apdés se fazer uma sangria para remover uma pequena parte do
fermento. Na cuba, o creme de leveduras é diluido com &gua,
na proporgado de um volume de &gua para um volume de creme, e
adiciona-se &cido sulftrico sob forte agitacdo, até que se
atinja pH entre 2,0 e 2,5. Este tratamento &cido tem o
objetivo de diminuir a contaminagdo por bactérias. O
fermento tratado é, entdo, enviado para o fermentador para
um novo ciclo do processo. O tempo ideal de repouso do

fermento na cuba estd entre uma e duas horas.
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Mosto Y

COQ, Ar

Flash

Centrifugagao

Agua e acido

células
Tanque de

Diluigao
Ar

Figura 3.4: Esquema do processo Fermentacdo Alcodlica
Extrativo.

Antes de se atingir o estado estacionadrio, a operacgéao
do processo extrativo é semelhante ao processo convencional,
ou seja, o mosto delevedurado (fase leve de saida da
centrifuga) é enviado para a destilaria (para a separacao da
mistura etanol-4gua). Quando se atinge o estado estacionédrio
do processo convencional, o sistema de separacdo a vacuo é
acionado. O mosto delevedurado ¢é conduzido para o tanque
"flash", onde ocorre parte da separacdo da mistura etanol-
dgua. O tanque "flash" é operado numa temperatura entre 28 e
30°C. Esta faixa de temperatura é escolhida com o objetivo
de eliminar a necessidade de um trocador de calor, o dgue
reduz drasticamente os custos fixos e de manutencdo. A faixa
de pressdo associada é de 30 a 40 mmHg, porém na pratica néao
se consegue estes valores. A porgcdo vaporizada é enviada
para uma coluna de retificacdo Jjuntamente com uma parte do
liguido e a outra parte do liquido retorna ao fermentador.
Este retorno de uma parte do 1liquido tem como objetivo
manter a concentracdo de etanol no fermentador em um valor
no qual ele possa atuar como anti-séptico. De acordo com o
conhecimento pratico nas unidades industriais, esta

concentragdo de &lcool é em torno de 40 g/l, que tem um
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baixo efeito inibitdério para leveduras que produzem &lcool,

mas é altamente inibitdéria para grande parte dos

microrganismos contaminantes (SILVA et al., 1999).

3.1.2.2.Modelo matematico

FrSirXLr,PLri Tir
F0,S0.T0O vy Fr,SrXr,Pr,Tr
i ¥ ¥
Fr
o Fy,Py, Ty
Xr
Pr
Tr
Fe
5
Xe
P
T Ep
F.S.XPT F|_5n-=
Fa,Ta {
¢ Fc,S5.Xc,P. T
Tanque de iy
Diluigao

Figura 3.5: Fluxograma do processo Fermentacdo Alcodlica
Extrativo com varidveis.

2

A taxa de crescimento é descrita na Equacdo 3.33. Esta
equacdo foi usada por SIQUEIRA FILHO (1997) para descrever

os dados experimentais de batelada alimentada estendida.

P

Iy =MUmax )nXV Equacdo 3.33

> xRS (1

S max max
A taxa de morte celular utilizada foi descrita por
DALE et al. (1990) conforme a Equacdo 3.34 e é considerada
uma fungcdo da temperatura e concentragcdo de etanol.
rq = Kyt exp(KgpP) X, Equacgdo 3.34
A taxa de producdo de etanol é descrita na Equacéo
3.35 e taxa de consumo de substrato na Equacgdo 3.36.

I, = YpxIx +m, Xy Equagdo 3.35

r
g =——+m, X, Equacdo 3.36
YX

88



Capitulo 3

As concentragdes e vazdes de entrada no fermentador
foram determinadas através de um balan¢o de massa global no
processo. Entretanto, visando a simplificacgao, foram
realizadas as aproximacdes abaixo:

"= As concentragdes de substrato e produto na saida da
centrifuga, tanto na fase leve quanto na pesada,
sdo iguais as concentracdes na saida do
fermentador.

"= A concentracdo de células de levedura no reciclo é
fixa. Para isto deve-se variar a vazdo de &gua (F,)
que dilui o creme de levedura.

" A vazdo F, é mantida constante no valor fixado pela
taxa de reciclo de células (RR) através da variacédo

da vazédo de purga (Fp).

As seguintes equagdes foram obtidas:
F. =FR Equacdo 3.37
F=F+HKgr +tF Equagdo 3.38

Através da substituicdo da Equacdo 3.37 na Equacéao
3.38 obtém-se a equacdo que descreve a vazdo de alimentacéao
do fermentador.

F, + F

F=-0""LR Equacdo 3.39
(I-R)

O tempo de residéncia pode ser descrito por:

14 N
e = Equagédo 3.40
F
Realizando-se um Dbalangco de biomassa na centrifuga
obtém—-se a Equacdo 3.41 e um balanco global leva a Equacéo
3.42.
FX =FgXg +F.X, Equacdo 3.41
F.=F-Fg Equacgdo 3.42
Substituindo-se a Equacdo 3.41 na Equacdo 3.42 obtém-
se a vazdo de alimentacdo do tanque "flash".
_FX=-X,)

Equacédo 3.43
XE_XC

E
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A vazdo de alimentacdo da cuba € obtida através do

balango de biomassa na cuba de tratamento conforme a equagao

abaixo:
F.X

EH =1L Equacgdo 3.44
X
c

Através de um balanco global na cuba pode-se obter a
vazdo de &gua alimentada (Equacdo 3.45) e de um balanco de
massa para substrato obtém-se a concentracdo de substrato no
reciclo da cuba (Equacgdo 3.46).

]z:=fl-—f2 Equacdo 3.45
_FaS

S
r Fr

Equacdo 3.46

A concentragdo de produto no reciclo da cuba é obtida
por um balanco para produto:
E,P

H—:-E;— Equacdo 3.47

T
Do balango de massa para substrato no tanque "flash"

obtém-se a concentracgdo de substrato no reciclo do "flash"
SR =—— Equacdo 3.48

Pelo balanco para biomassa obtém-se a concentracgdo de

biomassa no reciclo do tanque "flash":

X
XIR = FeXg Equacdo 3.49
Fr

J& a vazdo de reciclo do "flash" pode ser calculada

por:

Fr =1F, Equagdo 3.50
A concentracéao de substrato na alimentacéao é
determinada por um balango para substrato na alimentacdo do
fermentador, conforme a Equagao 3.51. A Equacgdo 3.52 mostra
a concentracdo de produto na alimentacdo obtida pelo balanco
para produto:
Sp = FoSo + FirSiRr +ES;
F
_ BPr FRPR
F

Equagdo 3.51
Pg Equacdo 3.52
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O balango para biomassa determina a concentragdo de
biomassa na alimentacdo do fermentador:
_ X, +FrXir

F

A temperatura da corrente de reciclo da cuba (Equacéao

XE Equacdo 3.53

3.54) é calculada através de um balanco de energia na cuba e
a temperatura da corrente de alimentacdo é obtida através de

um balanco de energia na alimentacdo do fermentador (Equagdo

3.55).
FoTp +F, T
Tr=M Equacdo 3.54
FI'
TF:F0T0+FrT;+FLRTLR Equacdo 3.55
Modelo do Fermentador
As equag¢des de balanco no fermentador sao dadas por:
dX
d_V:rx_rd_D(Xv_XvF) Equacdo 3.56
t
dX
d‘[d :rd_D(Xd _XdF) Equacgédo 3.57
I-X
D(Sg-S)—-ry +—S
p .
— = Equagédo 3.58
dt X, auae
p
a-v
dp 1, —D(P—Pg)+ 0 r, P
E: X Equagdo 3.59
-2ty Y,
p P
AH r
E:D(TF_TH- i Equacgédo 3.60
dt PmCp

onde: pé a taxa de peso de célula seco por volume de

célula umida (Kg.m’3), Y a taxa de concentragdo de etanol
intracelular e extracelular (Kg.m’3), Xyr @ concentracao de
células viadveis na alimentacédo (Kg.m’3), Xgr @ concentracéo
de células mortas na alimentacéo (Kg.m’3) e Sy a Concentracao

de substrato na alimentacéao (Kg.m3) .

91



Capitulo 3

Os valores das constantes fisicas da equacgdo de
balango de energia (Equagdao 3.60) sado mostrados na Tabela

3.7 (SILVA, 1998).

Tabela 3.7: Valores das constantes fisicas.

AH 51.76 Kcal/Kg ART
P 1000 kg/m’
Cp 1 Kcal/Kg °C
Como a dindmica do tanque "flash" ¢é considerada

bastante rdpida em comparacdo com a da fermentacdo pode-se
assumir uma condicdo de estado pseudo-estaciondrio neste

tanque. Os balangos de massa no tanque "flash" sao dados

por:
E=K+HK Equacgdo 3.61
Fexgi =Ry +FLx; Equacdo 3.62

O equilibrio liquido-vapor da mistura etanol-agua ¢é
calculado por:

sat
K; ZLZYi—pI Equacdo 3.63
Xj p

onde o valor de p;°*® é calculado pela equacdo de
Antoine e o valor de v foi calculado usando o modelo NRTL
(Non—-random Two-Liquid) (SILVA, 1998). Sabe-se que a mistura

é mais complexa que uma simples mistura liquido-vapor.

3.1.2.3.Rendimento e Produtividade

O rendimento e a produtividade sdo definidos como:

F.P+F,.P
REND = LS* LR Equacdo 3.64
F,.5,.0.511

F,.P +F, .P,

PROD = Equacdo 3.65

A vazado de entrada de substrato (Fy,) foil considerada
constante, sendo gque as variagdes no tempo de residéncia
causam variagdes no volume do fermentador, ou seja, o volume
do fermentador é dado pela Equagdo 3.66 sendo (F) calculada
pela Equagédo 3.39.

V =Ftr Equacdo 3.66
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3.2 . PRODUGAO DE DEXTRANA

3.2.1. Introdugao

O modelo para producdo de dextrana ¢é Dbaseado no
processo CARE (Continuous Affinity Recycle Extraction). Foi
adaptado por SOUZA (1993) e estudado por CURRALERO (2000) e
FLORIDO (2001). O préximo item, 3.2.2, mostra a modelagem do
processo CARE original seguido do item 3.2.3 que mostra a

modelagem do processo para producao de dextrana.
3.2.2. O Processo CARE

Os estagios de adsorgcdo e lavagem (Figura 2.13) séao
representados como uma reagdo de segunda ordem reversivel,
enquanto o estdgio de dessorcdo é assumido como sendo reacdo

de primeira ordem irreversivel (CHASE, 1984 a, b):

K1

Adsorcdo: A+B AB

K2

Dessorcdo: AB—X:5A+B

Onde A, B e AB ¢é a proteina alvo, o adsorvente e

complexo proteina adsorvida, respectivamente.

A taxa de adsorcgao pode ser expressa pela Equagao
3.67, onde Q é a concentracgdo de proteina na fase sdlida e E
é a concentracgdo de proteina na fase liquida.
dQ
K:k1 E(Q,-Q)-k,Q Equacdo 3.67
No equilibrio, dQ/dt = 0, logo a Equacdo 3.67 pode ser

reescrita resultando a Equacdo 3.68, um modelo isotérmico do

tipo Langmuir, como segue:

*

E

@ ke

Equacgdo 3.68

Onde o sobrescrito * representa o valor no equilibrio.
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3.2.3. Processo CARE modificado para produgao de

dextrana

Consiste de dois tanques de mesmo volume, semelhantes
aos do sistema CARE original proposto por PUNGOR et al.
(1987). A diferenca reside Jjustamente no fato do CARE nao
trabalhar com reacdo ocorrendo simultaneamente, como no caso
estudado aqui. No estdgio de dessorcdo do sistema estudado

também ndo hd retirada de material como no CARE original.

Sacarose em

tampéao para Tampdo para

dessorgao adsorgao
ESTAGIODE [* ESTAGIO DE
DESSORCAO . ADSORCAD

E REAGAQ Reciclo da DA ENZIMA
ENZIMATICA enzima (1)

(0 -
Filtro
Produto+Tampéo

Figura 3.6: Esquema do reator de sintese de dextrana.

De acordo com o esquema mostrado na Figura 3.6, a
enzima ¢é fornecida ao sistema no inicio do processo. A
alimentacdo de substrato em solucdo tamponada ocorre no
estdgio (I) onde ocorre dessorcdo da enzima ligada a resina,
pelo uso do tampdo adequado, e reacdo enzimdtica com
produgédo de dextrana. Todos os compostos presentes no
estdgio (I) sdo reciclados continuamente ao estédgio (II),
onde a enzima ¢é adsorvida pela resina sob condigdes
favordveis. Desta forma a enzima ndo é eliminada, retornando
ao estdgio (I) Jjunto a outros compostos. Enquanto isso o
produto, j& 1isento de enzima, deixa o reator apds passar

através do filtro presente no estdgio (II).
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3.2.4. Consideragdoes sobre o sistema

O sistema foi descrito matematicamente por um processo
simulténeo de adsorcdo, dessorcido e reacdo enzimdtica com um
balanco de massa. Os pardmetros cinéticos foram estimados em
experimentos batelada por SOUZA (1993). O ©processo de
adsorcdo foi considerado uma reacdo reversivel de segunda
ordem e o de dessorcgdo, como reacgdo irreversivel de primeira

ordem (CHASE, 1984Db).

O esquema do reator proposto contendo indicagdo dos

fluxos é mostrado na Figura 3.7.

[l E2,Q2,52,Fr
E1 E2
an Q2
51 52
E1,01,51,Fr+F2
Ks K, Kz
Cc2,52
F1+F2

Figura 3.7: Esquema do reator de sintese de dextrana, com
indicacdo dos fluxos.

3.2.5. Hipéteses do modelo

" Ambos os tanques sdo perfeitamente agitados; PUNGOR
et al. (1987).

"= Os efeitos térmicos sd@o despreziveis;

= Os fluxos de entrada, F; e F,, ndo contém sdélidos
(isto é, todo o adsorvente presente no sistema
circula continuamente);

"= A dessorcdo ocorre somente no estdgio (I);

"= A adsorcgdo ocorre somente no estdgio (II);

= A reacgcdo enzimdtica ocorre nos dois estégios,
principalmente no (I);

"= Os dois tanques apresentam mesmo volume.
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Para simplificagdo das equagdes, serao utilizadas as

seguintes correlacgdes:

V. F F
leﬁ ‘52:—2 W:_R fY:_l
Fi E 1 F2

3.2.6. Desenvolvimento do modelo
Estdgio I - Reag¢do Enzimdtica e Dessorg¢do
Dessorcdo: AB—X5A+B

AB = complexo (proteina + adsorvente)

A

enzima livre (Proteina a ser adsorvida)

B

adsorvente
A dessorcgdo € tida como uma reacdo irreversivel de 12

ordem:
Te, = To, = k30,
Reacdo Enzimatica: A+S——P

S substrato

P = produto
A reacdo enzimdtica geralmente ¢é descrita pela
cinética de Michaelis-Menten:
cjl—fj ==V KL-I-S Equacdo 3.69
reagdo m

onde Vp.x = K [E]

a) Balanco de massa da enzima na fase liquida

dE 1-¢
14 d—tl = &FE, — &F E, —~ FE, +1,V, (Tj

Equacgédo 3.70

dE, _€FyE, €FyE, FE, (1—8)
dt v, v, v, e

Apds o rearranjo, tem-se:

dE E 1-
_IZE(Ez_El)__1+k3Q1(_€J Equagdo 3.71
dt 71 T, £

b) Balango de massa da enzima na fase sdlida
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d l1-¢
‘/sl% = (1_€)FRQ2 - (1_€)FRQ1 _(TJFIQI + rQl‘/sl =

dQ, _(1-¢)F,0, (1-¢)F,0, (1 - ej RO, |

= = o
di V v, e )v, @

sl

Equacgédo 3.72

A fracdo liquida € é dada por

v
Vi+Vy WV +Vg,

Equagédo 3.73

Pois o volume de sdélido é idéntico nos dois tanques
(assim como o de liquido). Isolando os termos referentes aos

volumes de sdélido nos dois estdgios, chega-se a:

l-¢
VS1 =V1 — Equagédo 3.74
&
1-¢
Vﬂ::vg(———— Equacdo 3.75
€
Rearranjando os termos:
d €
9 :L(Qz_Ql)_%_k3Q1 Equacéo 3.76
d 1, 7,

c) Balanco de massa do substrato

ds S
Vld_tl:FlSO—i_EFRSZ_EFRSl _FlSl_(VmumeVl Equacdo 3.77
m 1

Utilizando as correlacgdes dadas no inicio e agrupando

0s termos:

ds € So—S S
—IZW—(SZ—Sl)-I‘M— max—l Equacgdo 3.78

Estdgio II - Adsorgdo

K1

Adsorcdo: A+B AB

K2

A adsorcdo é tida como uma reacdo reversivel de 2%

ordem:
QZZ_sz@Qf_hEJQm_QJ

a) Balanco de massa da enzima na fase liquida
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dE 1-
V, =€l E, ~ el E, + FE, - (F +F,)E, + rEsz(Tg]

Equacgédo 3.79

dE, _ eF,E, _€FE, | RE, (F, +F,)E, L (1—5)
E,

d V, v, V, v, £

Apds o rearranjo dos termos e substituicdes, tem-se:

E E-E, E 1-
b = K(El _E2)+¥__2+[k2Q2 _klEZ(Qm -0, )(_8) Equagdo 3.80
dt 7, 7, 1z €

b) Balango de massa da enzima na fase sdélida

d 1-¢
v, 6%:(1—g)FRQ1—(1—€)FRQ2+(TJFIQ]+rQ2VS2 =

sz (L_SHQQL_G_€HGQ2+(1_8JEQ1+r

Equagédo 3.81

= = 0,
dt ‘/S 2 ‘/s 2 2

52
Substituindo e rearranjando os termos:

40, _ e

0
dr 7, Ql _Q2)+T_21+k1E2(Qm _Qz)_szz Equagédo 3.82

c) Balango de massa do substrato

das S
Vzd_tz =eF,S, —eF,S, +FS, —(F, +F,)S, _(Vmax Km—"z‘SzjVZ Equacdo 3.83

Utilizando as correlacgdes dadas no inicio e agrupando

Oos termos:

ds € S, =S N S
_Z:W_(Sl _52)4_ 1 2_ "2 ~V ax 2 Equacdo 3.84
dt Ty Ty 1T, Km +S2

Simulagdes da operagdo deste sistema SOUZA (1993)
mostraram que o regime permanente ndo é atingido, pois hé&
perda da enzima na saida do segundo estdgio. Assim, deve-se
operar o sistema de modo a minimizar esta perda, acarretando

em maior eficiéncia.
3.2.7. Observagdes sobre as constantes cinéticas

Alguns dos paradmetros cinéticos empregados, como ki,
ko, On © Vwpax , foram retirados do trabalho de mestrado de
SOUZA (1993), obtidos a partir do tratamento de dados
gerados em laboratdério. Outros, como o K, foram retirados

de MARTINEZ-ESPINDOLA e LOPES-MUNGUIA (1985).
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Os parémetros <cinéticos sdo dependentes de pH,
temperatura e concentragao de sais e, portanto considerados
constantes em primeira instédncia. Os valores empregados
foram:

* Capacidade méxima de adsorcdo: Q, = 519,751 g.l1*

= Constantes cinéticas das reagdes de adsorgao e

dessorcdo: k; = 426,6 1l.g*.h™, k, = 212,22 h™, k;
10° h™!

" Constante de Michaelis-Menten: K, = 5,12 g.l’l

" Velocidade maxima da reacdo enzimdtica: Vyp.x = K-C
186,98:C (em g.1'.h'h).
Nédo sdo consideradas a presenga de eluente e sua

influéncia sobre os parémetros cinéticos da reacao

enzimatica.

Condigdes iniciais para resolucdo do Runge Kutta de

quarta ordem: E;=E; ,0:=0 ,S:=S¢ ,E,=0 ,0,=0 e S,=0.

Este modelo foi implementado no Bio-PSA, maiores
detalhes sobre a funcionalidade s&o encontrados no capitulo

5.
3.2.8. Rendimento e Produtividade

A Equacdo 3.85 e Equacgdo 3.86 mostram as relagdes para

cdlculo do rendimento e da produtividade do sistema.

REND =ﬁ.100 Equacdo 3.85
0
(F+F,)
PROD=(SO —Sz).—.é' Equacdo 3.86
Vi +V.,)
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3.3. PURIFICAGAO DE PROTEINAS UTILIZANDO O

PROCESSO CARE

3.3.1. Introdugao

No item 3.2.2 foi explanado o modelo CARE. RIBAS
(1999) adaptou o modelo CARE para ser utilizado na
purificagdo de proteinas. Seguem-se nos préximos tdépicos os
sistemas propostos por RIBAS (1999) e que foram
implementados no software Bio-PSA. Os sistemas séo:

"= Sistema CARE com dois estédgios

" Sistema CARE modificado de trés estdgios

"= Sistema CARE modificado de dois estdgios com

eluicdo em reator pistonado
"= Sistema CARE modificado de trés estdgios com

eluigdo em reator pistonado
3.3.2. Sistema CARE com dois estidgios (CARE2)

O sistema (Figura 3.8) é constituido de tanques de
mistura, perfeitamente agitados, que dispdem de uma membrana
que permite a passagem das macromoléculas, mas ndo a
passagem da matriz. A alimentacdo da solugcdo a ser
purificada ¢é feita no primeiro tanque, onde ocorre a
adsorcdo da enzima ao ligante acoplado covalentemente a
matriz, e os contaminantes s&o eliminados apds permearem
através da membrana de ultrafiltracdo. As enzimas que nao
adsorveram e estdo na fase liquida também sdo eliminados
através da membrana. O estdgio intermedidrio de lavagem ¢é
semelhante ao estdgio inicial de adsorcdo. No uUltimo tanqgue
é feita a dessorg¢do da enzima, promovida por uma mudang¢a no
PH. A enzima apds a dessorgdo permeia através da membrana

enquanto que a matriz é recirculada para o primeiro tanque.
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F1,E0,CO F2

E2,02,C2,Fr
—
..L’ K
K
? £1,Q1,C1,Fr
C1+E1 {.'-2+E2
F1 F2

Figura 3.8: Representacgdo esquemdtica do sistema CARE com 2
estégios.

Balan¢o de massa no estéagio 1:

dEl _ Fl FR 1 E Equagéo
?_V-S(EO_EI) 1% AL [kE Qm Ql] leI j 3.87
d
%:E(Q2 _Q1)+[k1E1(Qm_Q1]—k2Q1] Equacdo 3.88
dC (C C) IR (C2 —Cl) Equacgédo 3.89
dt €
C;it— L (SO_SI) FR(S S) Equacdo 3.90
Balang¢o de massa no estéagio 2:
dE F FR 1-¢
dtz =V'28( E )+7(E —E, )+ |k, QZ( . j Equacdo 3.91
dQ, FR .
d_t2:7(Q1_Q2)_[k3Q2] Equacdo 3.92
dC F2 (_Cz) FR (C -C ) Equacdo 3.93
dt V V
dc, S, FR
" V ( S )+7(S S) Equagédo 3.94
A fracdo liquida do meio é definida como:
Vi

Equacgédo 3.95

" VI+Vs
3.3.3. Sistema CARE modificado de trés estagios

(CARE3)

E incluido um estdgio intermedidrio de lavagem
semelhante ao estdgio de adsorgdo como descrito na Figura

3.9.
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F1,E0.CO /112\ F3
E1,Q1,61,Fr _ E2,Q2,C2,Fr
_Ki, _Ki, Ks
— — —
K] KE
C1¢,E1 Cﬂ,‘Eﬂ C3+ES
F1 E3,Q3,C3 Fr F2 F3

Figura 3.9: Representacgdo esquemdtica do sistema CARE com 3
estédgios.

Balanco de massa no estéagio 1:

dE I-¢ Equacgéo
dtl V'S(E E)+7(E ~E,) [kE Qm Qlj leI j 3 56
dQ F =
dl1 :VR(Q3 _Q1)+ [klEl[Qm_Qlj_kZQl] Equagdo 3.97
dC, F F, )
dtl _ V_lg (Co -C )+7(C3 _Cl) Equacgdo 3.98
das F F
7; V'lg(S -S )+7R(S3_Sl) Equacdo 3.99
Balanco de massa no estdgio 2:
dE, F, F, l-¢& Equacéo
=B+ (E - E) [kE On—0, |- kQZI . j pagee
d FR
%:7(Q1_Q2)+[k1E2[Qm_Q2]_k2Q2] Equagao 3.101
dcC F. FR
dtz _ V'2€ (—C2)+7(C1—C2) Equacgdo 3.102
ds F. FR
7;:‘/,28(50_52)+7(S'_S2) Equacdo 3.103
Balanco de massa no estéagio 3:

dE F FR 1-¢
dl« V_;( E )+7(E —-E ) [k3Q3](Tj Equacgdo 3.104
d FR
%:7( 0,)-[k,0,] Equacdo 3.105
dcC, F, FR =

= C)+—I(C,-C, 3.106
a vee Ol ) sameese
das F. FR
d_;:v_;(_&) ” (S S) Equacdo 3.107

102



Capitulo 3

3.3.4. Sistema CARE modificado de dois estagios
com eluigdo em reator pistonado

(CARE2pfr)

Modificagdo do reator de lavagem e eluigcdo para um
reator de membrana na forma de um duto tubular (Figura 3.10)
onde a suspensdo flui de forma pistonada ao longo do reator,
enquanto os tampdes de lavagem e eluigao fluem
perpendicularmente a membrana promovendo a lavagem e

eluicéao.

F1,E0,C0.50

'

E1,01,C1,51,Fr F2 F2
E2(z)
K, C2(z)
e 52(z)
K
2
E2,Q2,C2,52,Fr
B Bt kbt
F1,E1
C1,51

Figura 3.10: Representacdo esquemdtica do sistema CARE2pfr.

Balang¢o de massa no estédgio 1:

dE F FR I-¢ E &
eIt e ) e onrg) ko] E) P
d FR

% = 7(Q2|Z:L Y )"' I:klEl[Qm_Qlj - sz1] Equacdo 3.109
%:%(CO_CJ"'@(CZ Z:L_Cl) Equagao 3.110
das, K FR

z:L_Sl) Equacgdo 3.111

=1 (S, —8,)+—(s
dt V'S(O 1)+V(2

Balang¢o de massa no estdgio 2:

%_ ) (_E2)+E(_L%j+[k3Q2 1__8 Equacdo 3.112
&

N——

a Ve v dz

dQ, FR( _dO )
d_t2:7(_L d;]_[k3Q2] Equacgédo 3.113
oC, F, FR( oC

oLy _ —C )+ 22 E 0 3.114
> V-g( 2) v ( az ] quagao
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oS, F, FR(_, 95,
—=—(-5,)+— E ao 3.115
ot V-e( ) v ( azj eeee

3.3.5. Sistema CARE modificado de trés estagios
com eluigao em reator pistonado
(CARE3pfr)

Idem ao anterior com a adigdo de mais uma etapa com um

reator de membrana na forma de um duto tubular conforme

mostra a Figura 3.11.

F1,E0,C0,50

l

E1,01,C1,81,Fr F3
— E3(z)
K, - C3(a)
‘H_- :; (z)
Fi
%
» E3,Q3,C3,83,Fr B4
l E2,Q2,.C2,52 Fr
F1,E1
c1,81

Figura 3.11: Representacdo esquemdtica do sistema CARE3pfr.

Balanco de massa no estédgio 1:

dE, F FR 1-

7; = V_;_(EO)+7(E3|Z:L _El)_ [k1E1 [Qm_Ql] -k, 0, ITSJ Equacdo 3.116
d FR

% = _(Q3|z:L _Q1)+ [k1E1[Qm_Q1]—k2Q1] Equacdo 3.117
ddct' VL(CO)+E(C3|Z=L_C1) Equacgdo 3.118
ds F FR

d_tl:V-ls(SO_Sl) 28y e = S)) Equacdo 3.119

Balanco de massa no estédgio 2:

oE E FR 1-¢ E 5
E A OV N R LAY Co B

%:%[ 8Q2j [kE Qm sz kQ2] Equacdo 3.121
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oC F. FR oC
atz — V.Zg (—C2)+7(—L a;j Equacgdo 3.122
oS F. FR oS _
a_tzz V.zg (SO_SZ)+7(_L8_Z2J Equagdo 3.123
Balan¢o de massa no estdgio 3:
oE F. FR oE 1-¢
a_;: % '38 (_ ES) 7(_ La_;]+[k3Q3(—g j Equacdo 3.124
00, FR an
= 2=k Equagdo 3.125
= ™ [k,0,]
aC, F, FR( _acC
B3 (—C)+—| - = Equacdo 3.126
ot V-e( ) 1% ( 0z +
dS, F, FR( ,9S
3 =3 (-8, )+—| -L— Equagédo 3.127
ot V-e( 2 1% 0z +
Para cada caso de estudo avaliou-se o rendimento
(REND), o fator de purificacdo (FP) e a produtividade (PROD)

definidas pelas seguintes férmulas:

F. -E
REND =100-—L—L

1 o

PROD =F, -E,

pp=Lilbs
C,/C,

3.3.6. Lisozima e Lipase

Equagdo 3.128

Equagédo 3.129

Equagdo 3.130

Duas proteinas estdo incluidas para purificacéao:
Lisozima e Lipase.

CHASE (1984a,b) e COWAN et al. (1986) estudaram os
pardmetros da lisozima adsorvida em Cibracom-Blue. Os
pardmetros cinéticos k;, k, e ks sdo constantes. K; e k, se

referem a adsorcdo e ki a eluicéo.

K;= 10° mol™ h™?! litro
k;=1,80 h™'

ks=10°n*t

0.~1,0 x 10° mol™ litro

TABOADA (1999)

de interacdo hidrofdébica (Bytil-Sepharose) cuja

estudou a adsorgcdo de lipase em resina

adsorcédo é

favorecida com o aumento da concentracdo de cloreto de sdédio
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(NaCI) e a dessorcgao é favorecida pela reducao da
concentragdo de NaCl presente no meio, Os parémetros
cinéticos (k;, k., Q) foram entdo obtidos em funcdo da
concentracdo de NaCl e as diferentes etapas, adsorcao,
lavagem e eluicdo puderam ser simuladas computacionalmente
em funcdo do teor de sal presente nos tampdes utilizados em

cada estdgio (RIBAS, 1999).

As equacdes matemdticas que representam a variacdo dos
parémetros cinéticos em fungdo da concentragdo de sal, séo
apresentadas a seguir:

Q,, =13467[Na Cl] exp ( 0,1623[NaC1]2+1,7477) R?=0,9596 Equagdo 3.131
kl:0,0001656+0,000216[NaC1] R?=0,9988 Equacdo 3.132

1,8114[Nac1]
128,13 +[NaCl]

k,=2,601- R’=0,9869 Equagdo 3.133

3.3.7. Hipéteses do modelo

" Processo de adsorcdo é isotérmico;

" Os coeficientes de transferéncia de massa da enzima
sdo dependentes da concentracdo de sal (cinética de
adsorgao de lipase);

" Apenas a enzima é adsorvida pela resina adsorvente
enquanto que as impurezas ndo sdo: o transporte da
biomolécula alvo (enzima) e impurezas através da
membrana sdao desimpedidos (100% de transmissao -
exceto nos casos em que a membrana sé permite a
passagem de tampdo e seu contetdo salino);

*= Didmetro de corte da membrana impede a passagem da
resina adsorvente e por isso ndo hd fluxo de enzima
adsorvida através da membrana;

= Volume dentro de cada médulo é mantido constante
pela igualdade de adicdo e remocdo de tampdo;

= A concentracdo por polarizagdo da molécula ligante
na superficie da membrana ¢é desprezivel nas

condicdes de operacéo;
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= A porosidade da particula néo esté sendo
considerada, mas apenas a porosidade do meio.

" Para oS sistemas que utilizam tanques de mistura
com membranas assume-se que as condig¢des de mistura
existentes dentro do tanque sdo ideais.

" Para oS sistemas com reatores de fluxo pistonado,
considerou-se fluxo pistonado ideal e apenas a
variacdo das concentracgdes axiais ao longo do duto

tubular.

O capitulo 6 apresenta a explicacdo do funcionamento
do médulo 2 do Bio-PSA onde foram implementados os quatro

modelos acima descritos.

3.4 . CONCLUSOES

Os modelos matemdticos utilizados possuem diferentes
niveis de complexidade e abrangem os principais processos
implementados no software Bio-PSA. Os processos
fermentativos para producdo de etanol possuem cinética para
o microrganismo Saccharomyces cerevisiae. O processo com
quatro reatores em série e reciclo foi validado
industrialmente e o extrativo é baseado neste. O processo de
produgcdo de dextrana e as configuracdes elaboradas para
purificacdo de proteinas s&o Dbaseadas no processo CARE.
Todos os modelos foram extraidos de trabalhos estudados e
analisados pela literatura sugerida, sendo sua utilizagao

justificada no software Bio-PSA.
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cAPITULO 4

4 . INTRODUGAO AO SOFTWARE

Bio—-PSA

Prefacio

O objetivo deste capitulo é apresentar uma Iintrodugdo
do software Bio—-PSA desenvolvido neste trabalho. O item 4.1
relata as caracteristicas bdsicas do software e sua forma de
construgdo com a descrigdo de cada médulo. Sdo apresentadas
também as caixas de didlogo (CxDlg)gque interagem com O
usudrio ao se inicializar o software. O Bio—-PSA conta com um

sistema de ajuda ao usudrio que serd mostrado no item 4.3.

4.1. INTRODUGAO

2

O Bio-PSA, (BioProcess Simulation Assistant), €& um
software constituido de quatro mdédulos cuja funcdo é atuar
como um assistente, auxiliando na simulacdo de Bioprocessos.
Nesta primeira versdo que serd apresentada nos prdéximos
capitulos procurou-se enfocar a construgdo dos médulos e
criar a base para o seu aperfeicoamento em futuras versdes.

Novos processos e base de dados poderdao ser acrescentados de
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modo a criar um software didadtico e também com aplicacgdes

industriais através do uso separado de cada mddulo.

Para construgdo do software utilizaram-se os seguintes
softwares:

® Compilador Borland Delphi Professional 6.0, da
Borland Software Corporation.

= Compilador Compag Visual Fortran Professional
Edition 6.6, da Compaq Visual Corporation.

= HTML Help, da Microsoft.

= Biblioteca Expert SINTA. Laboratdério de
Inteligéncia Artificial (LIA), Departamento de

Computac¢do, Universidade Federal do Ceard (UFC).

As partes relativas ao cdlculo matemdtico dos modelos
apresentados no capitulo 3 e das R.N.As foram realizadas com
o compilador FORTRAN. As demais partes do software como
interfaces, chamadas e o Sistema Especialista foram

desenvolvidas em Delphi.

O Delphi é um ambiente de desenvolvimento de
softwares, orientado a objeto, que permite o desenvolvimento
de complexos softwares baseados no MS Windows com o minimo
de codificacdo. Ele é baseado na linguagem Pascal, ou mais
especificamente, em Object Pascal, que ¢é um variante da
linguagem Pascal da Borland orientada a objetos. O Delphi
permite a utilizacdo de um conjunto de componentes e fornece
cdédigos gerados “automaticamente” que agilizam o processo de
desenvolvimento aumentando a produtividade. Utiliza um
ambiente integrado para o desenvolvimento rapido de
aplicagdes também denominado RAD (Rapid Aplication
Development). Assim o programador poderd concentrar seus
esforcos em outras partes de seus softwares. Para isto o
Delphi possui a Biblioteca de Componentes Visuais (VCL -
Visual Component Library) que consiste de objetos
reutilizdveis incluindo, por exemplo, objetos padrdo de

interface com o usudrio, gerenciamento de dados, graficos e
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multimidia, gerenciamento de arquivos e caixa de didlogo

padréao.

Maiores detalhes sobre a wutilizagdo do HTML Help e

Expert SINTA VCL se encontram no item 4.3 e Capitulo 8

respectivamente. Foi utilizada a lingua inglesa na interface

para facilitar a divulgacgdo internacional do Bio—-PSA.

4 .2 . APRESENTAGCAO DO BIO—-PSA

Visando facilitar o entendimento do Bio—-PSA de modo

global a Figura 4.1 mostra wum fluxograma geral do

funcionamento do Bio-PSA. Como Jj& demonstrado o Bio-PSA

possui quatro médulos descritos resumidamente abaixo:
» MODULO 1: A Simulacdo de processos biotecnoldégicos.

* MODULO 2: Funcionalidade para simulacéo de

processos para purificacdo de proteinas.

» MODULO 3: Sistema Especialista para auxilio na

operagdo e design de processos biotecnoldgicos.
* MODULO 4: Funcionalidade para treinamento de Redes

Neurais Artificiais.

Escolha dos
madulos
I
Modulo 1 Méodulo 2 Mdodulo 3 Médulo 4
Simulagao de Purificacao de Sistema Rede Neural
bioprocessos Proteinas Especialista Artificial
i l ¥ = et gt |
Produgao de o Operagdo e Trelnamantt::ue i
Produgdo de Beitiaan CARE e Design de | Representagdo
Etanol (CARE) Modificagao Bioprocessos| |  deDados |
Processo com Pincesss
Satt Extrativo
Reatores

Figura 4.1: Fluxograma geral do funcionamento do Bio-PSA.

A primeira Caixa de didlogo (CxDlg) do Bio—-PSA permite
ao usuadrio decidir qual mdédulo deseja utilizar. No canto

inferior esquerdo um bot&o permite acesso as informagdes do
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sistema. A Figura 4.2 apresenta a cxDlg de abertura e a de

informacdes.

#{BioPSA )

IWelcome to the

=1of x|

Bioprocess Simulation Assistant

= What do you wank to do’?
& Simulate an exiztent bioprocess ... [Moadule 11
" Simulate a Protein Purification Process ... [Fodule 2j
£ Use the Expert Spstem e [fodule 3]
" Training an dtificial Meural Metwork ... [Maodule 4]

Back et Cloze

-[olx|

L st of it Desw
e e R
FEELA RS

Bio-PSA: Bioprocess Simulation Assiztant
Menctaia 5 Miansiws B &7

Yera Licia Reis de Gouvéia
Rubensz taciel Filha .
e-maill; werarsiz@lopea. feq.umcamp. br

R FAPESP

Figura 4.2: Janelas de abertura do Bio-PSA.

O primeiro médulo do Bio-PSA é dedicado a simulacédo de
Bioprocessos pré-existentes. No estéagio atual de
desenvolvimento possui funcionalidades para simulagdo de
produgdo de etanol (com os dois processos, mostrados no
capitulo 3) e dextrana conforme mostrado na Figura 4.3.
Maiores detalhes sobre estas funcionalidades serao

apresentados no préximo capitulo.
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-l x|

Bioprocess Simulation Assistant

Wwihat do you want to do?

" Simulate an Ethanol Production process;

{7 Simulate 3 Destran Produchion process,

El Back

Figura 4.3: Caixa de didlogo inicial do médulo 1.

Lloze

0 médulo 2 tem a finalidade de englobar
funcionalidades para simulacdo de processos para purificacéao
de proteinas. A Figura 4.4 apresenta a CxDlg que d& acesso
aos processos de purificacdo baseados no modelo CARE. No
capitulo 3 se encontra a modelagem matemdtica destes
processos e no capitulo 6 a funcionalidade serd demonstrada

de forma mais detalhada.

=lolx|

Bioprocess Simulation Assistant

— Chaoose a kind of pratein purifiu:a.ticun pIOCESE

{~ CARE process and modifications.

= —

Figura 4.4: Caixa de didlogo inicial do médulo 2.

Lloze

No terceiro médulo do Bio-PSA é possivel a criacdo e
utilizacdo de Sistemas Especialistas. A atual versdao do

software possuli um Sistema Especialista para auxilio no
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projeto e design de Bioprocessos. Neste S.E podem ser
adicionadas novas regras para seu aperfeigcoamento além da
edicdo das regras existentes através dos dados. Outros S.E
relacionados a Bioprocessos podem ser criados em trabalhos

futuros e adicionados ao Bio—-PSA.

Como a finalidade de se treinar R.N.As para o uso,
principalmente, em modelos hibridos foi encorpado ao Bio-PSA
a funcionalidade para treinamento de Redes Neurais
Artificiais. Esta funcionalidade pode ser acessada
diretamente da opg¢édo “Training an Artificial Neural Network”

na CxDlg mostrada na Figura 4.2.

O Bio-PSA possui um sistema de ajuda para cada mdédulo

que serd discutido no prdéximo item.

4 .3 . DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA DE AJUDA PARA

os MODULOS

A grande maioria dos softwares desenvolvidos contém o

chamado “Help” ou sistema de ajuda, embutidos. Toda a
documentacao sobre a utilizacéao de ferramentas e
conhecimentos tedricos de um software pode ser
disponibilizada em um arquivo texto distribuido

separadamente ao software, através de formato post-script ou
pdf, por exemplo. No entanto o uso de um sistema de ajuda

embutido d& praticidade e agilidade a orientacdo ao usudrio.

Tendo em vista o cardter de instrugdo do projeto
desenvolveu-se, com a utilizacdo do software gratuito HTML
Help da Microsoft, um sistema de ajuda para cada mddulo
desenvolvido. O HTML Help é um ambiente visual para criacgéo
de ajuda em HTML (“Hyper Text Markup Language” - Linguagem
de Marcacdo de Hipertexto). Todos os arquivos de ajuda da

nova geracado de softwares da Microsoft utilizam o HTML Help.

HTML ¢é uma colegdo de estilos que define os varios

componentes de um documento Word Wide Web (como formatacao,
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hiperlinks clicéveis, imagens graficas, documentos
multimidia, formulérios, etc.). 0 cédigo-fonte sera
interpretado, ©posteriormente, pelo navegador o qual se
encarregard de interpretar os comandos ou tags, como s&ao

usualmente chamados.

Foi desenvolvido um sistema de ajuda béasico.
Posteriormente poderd se acrescentar procura por indices e
uma documentacdo mais detalhada de todo o software. Uma
demonstragdo deste sistema de ajuda por ser visualizada na

Figura 4.5 e na Figura 4.6.

AFEthanol Production - o] x|
File | Help

[l Ethanol Production

Rafrigaration %
Water and scid

¥
Cells

— Figure ¥Yizualization ————  Initial Data
" wiith Varisbles: (5 'without Yariables EE I TW'I FD:-l

— Processes .
Chaose the process type: Tl I File Fresult I
£ Simulation I LI
s : Set Rk, Parameters and Controls |
" Obtaining data | "I simulation |

— Kinetics Zet Flowand Copcentrations
Yiew Resultsl

Set Temperatures and VallinTes

Set Gthers Constants

Figura 4.5: Janela principal da funcionalidade producédo de
etanol- Sistema de Ajuda.
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B Ajuda =10l %]

a e & O

Ocultar  “aoltar  Imprimir  Opcies

2] Intraduction 6. Efficiency and Productivity
@ Models and Kinetic Farameters
[£] Mass balances for reactor \

] Energy balances REND = FVP{4} 100
B hass balances forthe system F0O.S0 0;'1 1

F, P(4)
I;f

PROD =

b

Figura 4.6: Sistema de ajuda da funcionalidade de produgao
de etanol.

4.4 . CONCLUSOES

Neste capitulo foi apresentada uma introducdo sobre o
software Bio-PSA desenvolvido, com fluxograma do software e
introdugcdo dos mdédulos. Foi realizada uma demonstracdo do
sistema de ajuda ao usudrio e seu modo de criacdo. Com estas
informag¢des iniciais apresenta-se nos préximos capitulos uma

visdo mais detalhada dos mdédulos existentes.
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CAPITULO 5

5. BIo—-PSA: Mépuio 1

SIMULAGCAO DE BIOPROCESSOS

Prefacio

Na versdo atual do Bio—-Psa, o médulo dedicado a
simulacdo de Bioprocessos pré-existentes contém trés
processos. 0Os dois primeiros sdo apresentados no item 5.1 e
tratam da produgdo via fermentativa de etanol. Serd
apresentada uma demonstrag¢do de como estas funcionalidades
trabalham através de fluxogramas e de CxDlg (Caixas de
Didlogo). O item 5.2 é dedicado ao segundo Bioprocesso, a
produgdo de dextrana por um processo semelhante ao CARE.
Todos Bioprocessos tiveram seus modelos matematicos
apresentados no capitulo 3. Estas funcionalidades, com
excegcdo do modelo extrativo de produgdo de etanol, contém
também a opg¢do de simulagdo de modelos hibrido com a
utilizagdo de R.N.As na substituig¢do da cinética dos

Bioprocessos.
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5.1. Caso 1: PRODUGCAO FERMENTATIVA DE ETANOL

5.1.1. Processo com quatro reatores e reciclo.

5.1.1.1.Introdugao e Fluxogramas.

=10 xI

£ s af St e
FF AAaar Shaenaar S
FELARRCAALE

Bio-P5A: Bioprocess Simulation Asszistant
Adendigta B deaean £ 0F

Yera Locia Feiz de Gouvéia

Rubens i aciel Filho :
e-mail verareizi@lopca feq. unicamp. br

R FAPESP

Figura 5.1: Janela de Apresentacdo. Mdédulo 1.

A funcionalidade desenvolvida para simulacdo do
primeiro processo fermentativo para producgdo de etanol (ver
apresentacgdo na Figura 5.1) estd configurada para a cinética
da 1levedura Saccharomyces cerevisiae. O software simula o
processo normal e também um modelo hibrido onde a cinética
foi substituida por uma Rede Neural Artificial. O wusuédrio
pode treinar uma R.N.A, através do mdédulo 4, e utilizar os
dados de treinamento neste médulo. A funcionalidade permite
também:

" Gerar dados para treinamento de uma R.N.A que
substitui a cinética. Modelo Hibrido ou caixa
cinzaj;

" Gerar dados para treinamento de wuma R.N.A que
simula o processo em que as varidveis de entradas
sdo SO0 (Concentracdo de substrato inicial) e FO
(Fluxo na entrada do sistema) e as de saidas: S(4),
P(4), rendimento e produtividade no final do
processo. Modelo tipo caixa preta;

" Gerar dados para treinamento de uma rede dindmica

onde a varidvel de entrada é FO e se saida séo
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S(4), X(4) e P(4) em cada tempo. Modelo tipo caixa

preta.

Maiores detalhes sobre o treinamento deste tipo de
R.N.As e discussdo de resultados obtidos nestas modelagens e
simulacdes podem ser obtidos em GOUVEIA (2000) e GOUVEIA E
MACIEL FILHO (2003a).

Os fluxogramas contidos na Figura 5.2, Figura 5.3,
Figura 5.4, Figura 5.5 e Figura 5.6 mostram, de forma
resumida, a 1ldégica desta funcionalidade do programa em
Fortran. O fluxograma geral (Figura 5.2) foi dividido em
partes para facilitar a manipulacdo das imagens. As caixas
em tom de cinza sdo referentes aos fluxogramas contidos nas

outras figuras.

Inicio

v

Carrega arquivo
de configuragéo

Gerar dados
para rede?

Opgao
Rede 17

Simulagio
normal?

Sim
¥

Inicializa e 1&
dados da planta

" Opcdo s Opgdo -

e ——-—-; Sim Sim Sim
: Simulagdo 1 |—————'————"I '-_-_J_-_--i 1""‘*""'}
P | Simulagio 2 | : Simulagio 3 Simulagao 4 |

r——
r—_—

Figura 5.2: Fluxograma geral. Mdédulo 1l:Etanol (1)
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Atingiu tempo de
simulagao?

Nao

¥

Executa simulacgao
da planta

v

Calcula rendimento
e produtividade

'

Imprime respostas
em arquivo

Figura 5.3: Fluxograma: Simulacgdo 1.

Atingiu tempo de
simulagao?

Nao

¥

Executa simulacao
da planta

-

Coleta de dados
para cinatica

v

Impressao de
dados cinéticos

Figura 5.4: Fluxograma. Simulagdo 2.Mdédulo 1l:Etanol
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Figura 5.5:

Figura 5.6:

Fluxograma.

v
Lé variaveis de
entrada: Vazdo e
Substrato inicial

hd

Atingiu ndmero de
simulagoes?

—————*Nin

Atingiu tempo de
simulagao?

Nao
¥

Executa simulagdo
da planta

.

Impressao de dados
pata treinamento

Fluxograma. Simulag¢do 3 e 4.Mdédulo l:Etanol (1)
Fim Sim ﬁatin.giu tempo de
simulagdo?
Nao
¥
______ Executa simulagao
/ da planta
B N | ¢
I Com cinstica |
I substituida por uma | |Caleula rendimento
jrede.Leitura da arguivo e produtividade
|_ de pesos ajustados | 1
Imprime respostas
em arquivo
|

Modelo Hibrido. Mdédulo 1l:Etanol (1)
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5.1.1.2.Dados iniciais e simulagédo.

A Figura 5.7 mostra a Jjanela principal do software
para simulacdo do modelo normal, ou seja, sem uso de R.N.As
(Simulacdo 1). O usudrio pode escolher o nome do arquivo de
saida dos resultados, sendo o padrdo “Simulation.dat”. A
figura do processo pode ser visualizada com e sem a presencga
das principais varidveis. Os quatro botdes no canto inferior
direito permitem acesso a um maior numero de varidveis do

processo, como mostrado na Figura 5.8.

A FEthanol Production ==
File Help

Must

Ratrigeration

— Figure ¥izualization ———— [ Initial Data
7 ith Varisbles  'without Yariables . ID'3 Twi I28 Fo: ISD
— Processes - -
Choose the process type: TJE: I28 Fil= Result |5|mu|atlun.dat
&+ Sirnulatian [Normal Macel | _
o Set R.K. Parameters and Controls |
Obtaining data | = Simulation |
~ Kinetics Zet Flow and Concentrations |
Micrmr:lS&ccﬁemm}fﬂes cerew'sell Yicu Resultsl
Set Temperatures and Yolumes |
Tpdz=0445 n=3 Ks=1Buo/l Zet Others Constants | =
iz =0033 m=03 ILLIuse

Figura 5.7: Janela principal da funcionalidade de produgéo
de etanol (1). Simulacdo Normal.
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Figura 5.8:

#ARunge Kutta Parameters and Conl
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i~ Constants
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Caixas de didlogo das varidveis. Médulo l:Etanol
(1)
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No modelo hibrido os dados cinéticos sao substituidos
por uma Rede Neural Artificial com arquivo de ©pesos
ajustados na fase de treinamento da rede (Figura 5.9). No
exemplo € utilizado o arquivo de pesos e dados da R.N.As

provindos do médulo 3 (Capitulo 7).

=0l x]

File Help
FO80  FwSw
b Xowr Por, Tw
RR
Fec1
T
Fu,Xu
S1PT
Fr,Br i
Xr Fr XL PT
— Figure ¥Yizualization ———— [ Initial Data
O Wlth\*’_&lrlable‘s. ™ Wfithout Yarisbles ae IEI.S T‘-‘N"Iza FD:'IE":'
— Processes - -
Chaose the process type: TJE! |28 File Fesilt |E|mu|atlunNeuraI.dat
& Sirnulation [N
(* (btaining drormal Madel Seb R K Parameters and Controls | - -
2 Simulation
~ Kinetics Set Flowand Concentrations |
“wieigth File e T S | Wiew Resultsl
IP.dat | et Termperatires and Volumies

IL Close

SetOthers Constants |

Figura 5.9: Janela principal da funcionalidade de produgéo
de etanol (1). Simulacdo Hibrida.

Como dito anteriormente é possivel também gerar dados
para posterior treinamento de R.N.As para serem utilizadas
em modelos hibridos ou “Caixa Preta”. Esta obtencdo de dados
é mostrada na Figura 5.10, Figura 5.11 e Figura 5.12. Neste

caso ndo h& opgdo para andlise dos resultados.
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A Ethanol Production -] x|
File Help
Input i Qurput
L;;er Hidden Layer Layer
Substrate
Specific
Product growth
rate
Cells
— Figure ¥Yizualization ————  Initial Data
f"P"-p?-'lrh Warables: & WWiteot Yanables AR ID'3 Tw: I28 F ISD
T FOCESSES
Choose the process type: TJE: I28 File Fesult: IANN kinetic.dat

™ Simulation I LI

S L Set R.K. Pararmeters and Controls |
v Obtaining data IKlnetlcs vl Sisniation |

~ Kinetics Set Flow and Concentrations -
Micrmr:l&ecchemmyces cerew's.-;l Yigw Resultsl
Set Temperatures and Yolurmes |
Ypie=045 n=3 Ke=1Bgl “Set Others Constants | =
Yals=0033 m=04 qitieee

Figura 5.10: Obtencdo de dados cinéticos. Médulo 1l:Etanol
(1)

O arquivo de resultado gerado contém dados da
concentracdo de substrato, células, produtos e a respectiva
taxa especifica de crescimento. O usudrio deverd fazer uma
andlise dos dados Ggerados ©para posterior treinamento

seguindo os passos indicados no capitulo 2.
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24 Ethanol Production P ] 3
File Help
Output
ingiur Hidden Layer Layer
Flow (FO)
Inition TRS
Concentration
(s0)
— Figure ¥izualization ———— [ Initial Data
i L = ol Varishies
Fp'\-\-‘l fiviarabless 8 Sitheol Yaisble FR: ID'3 Tl |28 FO: ISD
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(= Obksiving dats [ANN 1 = Set R.K. Parameters and Caontrols | S |
— Kinetics Zet Flow and Concentrations |
Micrmr:lS&cc.ﬁemmyces cerew'sell Yigw Resultsl
Set Temperatures and Yolumes |
Tpdz=0445 n=3 Ks=1Buo/l Zet Others Constants | =
Yale=0033 m=09 H1 Close

Figura 5.11: Obtencdo de dados para R.N.A. Médulo 1l:Etanol
(1)

Para coleta dos dados da Figura 5.11 o usudrio deveré
fornecer um arquivo necessariamente denominado “F0S0.dat”
contendo os dados, em coluna, do fluxo inicial no processo
(FO) e da concentracdao de substrato inicial (S0). Este
arquivo deve estar no mesmo diretdédrio do executdvel. O
arquivo gerado, no exemplo “ANN 1.dat”, terd os dados de FO
e S0 seguidos dos valores de S(4), P(4), Rendimento e

produtividade dispostos em colunas.
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2 Ethanol Production -] x|
File Help
Time (h)
5(4h
X{dk
Pldh
Flow (FO)
-~ Figure ¥Yizualization ————  Initial Data
f"PW|rI'| Warables: & WWiteot Yanables AR ID'3 Tw: I28 F |9I:I
— Processes
Choose the process type: TJE: i28 File Fesult: IANN 2.dat

£ Simulation I LI

& Obtsiring data'lﬁm — Set R.K. Parameters and Controls | e |

Zet Flow and Concentrations

Micraor: | Sacchar QRIS : ¥iew Results
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Ypls=0445 n=3 Kz=1BglL _Zet Others Constants | =
Yare=0033 m=09 ILLIuse

Figura 5.12: Obtencdo de dados para R.N.A din&mica. Mdédulo
l:Etanol (1)

Para coleta de dados para a rede dindmica mostrada na
Figura 5.12 o wusudrio deverd fornecer um arquivo chamado
“F(0.dat” contendo os dados, em coluna, do fluxo inicial no
processo (F0). O arquivo gerado “ANN 2.dat”, terd os dados
de FO seguidos dos valores de tempo, no instante t, S(4).,
X(4)e, P(4)ey, S(4)t41, X(4)t41 © P(4)r4y; dispostos em colunas.
Novamente deve haver uma andlise dos resultados gerados
anteriormente ao treinamento. Apdés a insercdo dos dados
iniciais e escolha do que se deseja fazer (simular modelos
ou gerar dados de treinamento) inicia-se a simulacdo através
do botédo “Simulation” no canto inferior direito da tela. A
Figura 5.13 mostra a CxDlg para uma simulacdo com geragado de
dados. No caso de simulacdo normal ou hibrida o wusuério
poderd analisar os resultados através de informagdes em

texto e grdficos conforme serd mostrado no préximo item.
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x|

Simulation conclude
Simulation number 260 of 250

File Besult, AMNM 2.dat

E:xit

Figura 5.13: Conclusdo de geragdo de dados. Mdébdulo l:Etanol

(1)

5.1.1.3.Resultados

Apdés a simulacgdo, tanto na modelagem normal como na
hibrida, os resultados sdo mostrados conforme a Figura 5.14
e o0 usuadrio escolhe os tipos de graficos que deseja. Podendo
exportd-los ou copid-los. Bem como utilizar os arquivos em
formato texto gerados. A Figura 5.15 contém uma amostra dos

grdficos produzidos.

HAResults _| o) x|
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Yowr P, Tw
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Fel
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Some variables: RR =03 Tw=23°C S0=180g/L ™ rield and Productivity
FO=90m3h Tie=28°1
File Results:  Simulation.dat

l-?L Cloze |

Figura 5.14: Caixa de didlogo dos resultados para simulacdo
normal. Mdédulo 1l:Etanol (1)
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Figura 5.15: Graficos de resultados para simulacdo normal.
Médulo 1l:Etanol (1)

5.1.2. Processo de Fermentagdo Alcodlica

Extrativo.

5.1.2.1.Introdugdo e fluxogramas.

Esta é a segunda funcionalidade para simulacgdo de um
processo fermentativo de produgcdo de etanol. A cinética
utilizada no estdgio atual esta configurada para levedura
Saccharomyces cerevisiae. Esta funcionalidade ndo trabalha
com o modelo hibrido, apenas simulando o modelo

deterministico.

A Figura 5.16 apresenta o fluxograma geral para esta
funcionalidade do software desenvolvida totalmente

utilizando o compilador Delphi.
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Inicio

-

Inicializa dados
da planta

=

Atingiu tempo

Naa
¥

Executa simulagao
da planta

.

Calcula rendimento
e produtividade

v

Impressao dos
dados
1

Figura 5.16: Fluxograma da funcionalidade de produgdo de
etanol (2).

5.1.2.2.Dados iniciais e simulagéao.

A Figura 5.17 mostra a Jjanela principal do software
para simulagdo do modelo normal, sempre com o Flash
operando. O usudrio pode escolher o nome do arquivo de saida
dos resultados, sendo o padrdo “Simulation Extrat.dat”. Os
dois botdes no canto inferior direito permitem acesso a um
maior numero de varidveis do processo, como mostrado na

Figura 5.18.
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«I' Ethanol Production - Extractive ) ] 53
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CO;, Ar
Flash
Water and acid l
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Figura 5.17: Janela principal da funcionalidade de produgédo
de etanol (2).
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" Others Constants =1ol x|

— Constants
Heat capacity [I:p]:l 1.0 [Keallka T)1]
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| ok

Figura 5.18: Caixa de didlogo de varidveis. Mdédulo l:Etanol
(2)

Apdés a insercdo dos dados iniciais inicia-se a
simulacdo através do botdo “Simulation” no canto inferior
direito da tela. A Figura 5.19 mostra a CxDlg para a
simulacdo. O usudrio poderd analisar os resultados através
de informacgdes em texto e graficos conforme serd mostrado no

préximo item.
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o [=lF

— Time
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Figura 5.19: Conclu

5.1.2.3.Resultados

Os resultados

usuario escolhe os

sdo de geracdo de dados. Médulo l:Etanol
(2)

sdo mostrados conforme a Figura 5.20 e o

tipos de graficos que deseja conforme

mostrado na Figura 5.21.
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Figura 5.20: Caixa

de didlogo dos resultados para simulacéao

normal. Médulo 1l:Etanol (2)
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Figura 5.21: Graficos de resultados para simulacdo normal.
Médulo 1l:Etanol (2)

5.2. CasO 2: PRODUGAO DE DEXTRANA

5.2.1. Introdugao e Fluxograma.

O processo de produgdo de dextrana implementado esté
descrito nos capitulo 2 e 3. Foram inclusos trés tipos de
controladores P (Proporcional), PI (Proporcional Integral) e
PID (Proporcional Integras Derivativos) que dé&o ao software

também um carater educativo.

O fluxograma do software desenvolvido € similar ao
encontrado na Figura 5.2 com opgdo para simulagdo normal,

hibrida e coleta de dados para treinamento de R.N.As.
5.2.2. Dados iniciais e simulagao.

A Figura 5.22 mostra a janela inicial desta

funcionalidade.

Assim como na producdo de etanol, também é possivel a
simulacdo de modelo normal e hibrido além de obtencdo de
dados para treinamento de R.N.As. A Jjanela principal do
software contém o painel “Processes” onde é possivel simular
ou obter dados para treinamento das R.N.As. A simulacdo pode
ser realizada com o modelo normal (Figura 5.22) ou o hibrido

(Figura 5.24). Os botdes no canto inferior direito permitem
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acesso a outras varidveis e ao

mostrado na Figura 5.23.

A Dextran Production

sistema de controladores como

File Help:

-lofx|

Sucrose + Buffer |

Buffer Il

-~
DESORPTION AND
ENZYMATIC Enzyme ADSORPTION (1)
REACTION (1) Recycle
Filter
Product + Buffer
— Figure Yizualization — Initial Data
O With Wanables % Without Vanables Flavw [Lih] Caone. [ol ] Conc. [al] Conc. [al]
~ Processes F1: 12 Eq: [20 s1:[150.0 oo
Choose the process type: ql:
et Fa {13 g2 {00 = |00 [0
%" Simulation INcnrmaI Model d . i : o2
; . |20 e (1200
- Elbtaining_data'l ,,I Fr: IS'D E&l 5'1'

— Kinetics

K1: {4266 [Lig k] K |5.12 [ai]
B2 21222 M) Wme {18698 [gl k)
W31 000 [Th] Qe |51 9751 [Ligh]

File Basult - ISimuIatiun.DAT

Set Controls and R.K. Parameters

Simulation

¥iew Hesults

|

Set Process Contral

jL Close |

Figura 5.22: Janela principal da funcionalidade para
Médulo 1:Dextrana.

produgao de

dextrana.
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#ASet Controls and

— Controls and R.K. Parameters

‘-.-“u:ulurne; |4':'-':' Pu:uru:us'rt';.f:. iD.E

DT:I':'-2 Firal; I1 00
bF:{0.0 Step: |1 0E-5
T loo

J 0K x Cancel
# Set Process Control =1aix|

— Process Control

Usze contral? € Ho (% Yes

Type Control: IF‘ID ;I

Control Parameters:

Controler gain I1
Irtedral Time Conztant: I1
Derivative Time Constant: |JI

Variables
Manipulated: ™ F1 O F2 O Fr

Cortrollect. (& €1 { €2 52

Famin: |3.5 156t I3.92332E-1
Fhdase: IT-E C2SEt |5-'3'14E-3
STt |3.23114

W 0K I X Cancel |

Figura 5.23: Caixas de didlogo das varidveis. Mddulo
l:Dextrana
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# Dextran Production -|0J x|
File Help
F1
S0
E2,02,52,Fr
E1
Q1
51
E1,Q1.51,Fr+F2
K3 aE K1|K2
c2,52
F1+F2
— Figure Yizualization ———— | [ Initial Data
O SWith Vanables ( WWithout Yariables Flose [Lit] Canc. gl Conc. (o] Cone. [o ]
~ Processes F1: 12 Ep: [20 51:[150.0 oo
Chaoozse the process type: gl
A : Fz |13 E2: 00 52,00 oo
¥ Simulation IH':.r'brld Madel LI o2
) . 2.0 (1500
I Elbtaining_data'l vI Fi IS'D ED'l SIZI.l
— Kinetics File Basult - |5imu|atiunNeuraI.DAT Simulation |
‘wieigth Fils:
Yiew Resultsl
|Pesns.dat _I Set Controls and R K. Parameters |
Set Process Control | l-'L Close |

Figura 5.24: Janela principal da funcionalidade de produgéao
de dextrana. Simulacdo Hibrida.

A funcdo de obtencdo de dados habilita o usuario a
adquirir dados para treinamento de 3 tipos de Redes Neurais
Artificiais conforme mostra a Figura 5.25, Figura 5.26 e
Figura 5.27. A Rede Neural Artificial esquematizada na
Figura 5.25 é utilizada para formar o modelo hibrido. Uma
Rede Neural Artificial tipo “caixa preta” também pode ser
treinada com os dados adquiridos. Sua topologia é mostrada
na Figura 5.13. A Rede Neural Artificial da Figura 5.14 ¢é
chamada de rede dinédmica, pois com sua utilizacdo é possivel
simular dinamicamente o processo, sendo t o tempo. Em
GOUVEIA et al. (2003b) pode-se encontrar maiores detalhes

sobre dados de treinamento do modelo hibrido.
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4 Dextran Production

—lofx]

File Help
Input . Output
Layer Hidden Layer Layer
Substrate
Reaction
Rate
Free enzymes
— Figure Yizualization — Initial Data
&+ withVanables ‘Without Yanables Flavay [Li] Canc. [ol] Cone. [al] Conc. [gil]
~ Processes F1: [12 Eq: [20 51.[150.0 oo
Chooze the process type: gt
A F2:[13 £z [0 5200 oo
" Simulation I ;I 2
) 15l 20 ‘e (1500
&+ Obtaining data: IKinetics .I Ft: ISEI ED-I SD-I
— Kinetics File Besult - IANN kinetic.DAT Simulation |
K1 426 6 [Lig.h] kme 212 [i] Yiew Resultsl
K2 (21222 [ Wm {19698  [gih Set Controls and R.K. Parameters |
KE[1000  [iM] G |519.751 [Ligh) = : =
Zet Process Control 1 Close |

Figura 5.25: Obtencdo de dados cinéticos. Mdédulo 1l:Dextrana.

Os dados da concentracao de substrato, concentracdo de
enzima livre e taxa de reagdo sao adicionados ao arquivo
“WANN Kinetic.dat” conforme mostra a Figura 5.25. Conforme
explanado no capitulo 2 todos os dados gerados devem passar
por um tratamento antes de ser utilizado no treinamento de

R.N.As.
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#ADextran Production -|0J x|
File Help

Input . Output

Layer Hidden Layer Layer

F(1)

5(2
F(2) e

E(1)

E(1)
Efficiency
S0 Productivity
— Figure Yizualization ———— | [ Initial Data
 Wwith Wanables ' Without Vanables Flavw L] Caonc. [o ] Conc. [al] Conc. [al ]
~ Processes F1: 12 Ep: [20 51:[150.0 oo
Chaoozse the process type: gl
A Fz |13 £z [0 52,00 oo
" Sirulaticn I LI 0
) . {5, 2.0 e [150.0
¢ biairirg data I—_HN“ 3 = | Fr |5 o ED.l sn.|
— Kinetics File Besult - |ANN 1.DAT ShnMaﬁnnl
i - |[F1IFZ2C150.DAT
H1M266  [Lighl Km: |52 [gL] File Data I —I Yiew Resultsl
k2021222 b)) wm [19695 (oL k) Set Controls and R.K. Parameters |
KR [1000  [ih]  @m[519.751 [Ligh] : . —
Zet Process Control 1 Close |

Figura 5.26: Obtencgdo de dados para R.N.A. Médulo 1:
Dextrana.

Antes de se inicializar a simulagdo para coleta de
dados o usudrio deve fornecer em um arquivo separado (no
exemplo, “F1F2C1S0.DAT"”) os dados inicias para a simulacgédo.
Serdo impressos no arquivo de dados “ANN 1.DAT” os dados
inicias e finais apds o término do processo. O modelo

gerado por este tipo de rede recebe o nome de “caixa preta”

como mostrado no capitulo 2.
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# Dextran Production - |0 x|
File Help
Input ; Output
Layer Hidden Layer Layer
Time (h)
S5(2h S(2h
E(2)
E(1) E(2)
50
— Figure Yizualization ————  Initial Data
 With Vanables % Without Yariables Floy [Lit] Conc. [giL] Cone. (ol ] Cone. [l ]
~ Processes F1: [12 Eq: [20 51.[150.0 oo
Chooze the process type: gl
A F2:[13 E2 [0.0 5200 oo
" Simulation I LI 2
) . 2.0 ‘ep (1500
& Dbtaiting data [ANN 2 = j5-0 ec| s
— Kinetics File Result: [ANN 2.DAT ShnMaﬁnnl
K1: 426 6 [Lig.h] kme 212 [ai] File Data: ISDCI'DAT —I Yiew Resultsl
K2 (21222 [ Wm {19698  [gih Set Controls and R.K. Parameters |
K000 [im] @m 519751 [Lighl : : —
Zet Process Control | H1 Close |

Figura 5.27: Obtencdo de dados para R.N.A diné&mica. Mddulo
1: Dextrana.

No processo mostrado na Figura 5.27, além dos dados
iniciais o usudrio deverd fornecer um arquivo chamado, no
exemplo, “S0C1.dat"” contendo os dados, em coluna, a
concentragdo inicial de enzimas nos dois reatores e
concentracdo inicial de substrato. A varidvel tempo é gerada
pelo modelo. O arquivo texto de saida, no exemplo, “ANN
2.dat” conterd todos os dados necessdrios para o treinamento
da R.N.A. Este treinamento poderd ser realizado no mdédulo 4

do Bio—-PSA.

Apdés a definigdo do que se deseja executar e completa
definicdo das varidveis iniciais o botdo “simulation” ficaré
habilitado para usudrio. A Figura 5.28 mostra a CxDlg de concluséao
de uma simulagdo normal do processo. Deve-se tomar cuidado para

que a opg¢do de controlador esteja desligada. Se for escolhida a
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opgdo simulacdo de modelo normal ou hibrido o wusudrio poderéa

analisar os dados conforme mostrado no tépico seguinte.

Simulation

Simulation concludel

Time:  93.80 of 100, h

Simulation number: 1 of 0

File Result:  Simulation DA T

Figura 5.28: Conclusd@o de geracdo de dados. Mdédulo
1l:Dextrana

5.2.3. Resultados

A andlise dos resultados pode ser feita através da
CxDlg mostrada na Figura 5.29. O usudrio poderd conferir os
principais dados da simulacdo e plotar gradficos que poderdo
ser copiados na forma de imagem para outros softwares. A

Figura 5.30 mostra alguns dados plotados.
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HAResults
E2,02,52.Fr
g

E1 E2

a1 Q2

51 82

E1.Q1.,51,Fr+F2
Ka = Kq.Ka
c252
F1+F2
— General Information ————j Graphics
Time of Simulation: 100 h " Feed Flow
Initial variable values: (" Fres Enzyme Cancentration
File Results: Fesuls. dat f+ itdzorbed Enzyme Concentratiord
F1=12L/h 51=180.00/L ¢~ Substract Concentration
F2=13 Eh 50=150.0g/L £~ Yield and Productivity
Fr=50LsM i1=1
gl = 0.0 g/L e
o Plutl

El=20g/L q2=0.0g/L
E0D=20g/L fL Close

Figura 5.29: Caixa de didlogo dos resultados para simulacdo
normal. Médulo l:Dextrana

2 Adsorbed Enzyme Concentration N =]
Adsorbed Erzyme Concentration Adsarbed Frzyme Concentration
580504} - L T 5.80E00 -/ 1
= L 538600 1 4- -1 -
FL1=F PR I S S R P 47EE00 L f -k -
432E04 4 [ - T 4326400 1] -
= 3EIE04 |- = 369640 4 -
2 sieE0ad] SRR WE [
= 2p4E04 4 - & 2645400 ) - -
SRR = znedn -
142E04 & ---r- - 1586400 4 - -
i e Y e e R 1.06E00 4 - - :
1.0ZE- 148 St e + et A TEEAS et + et
0 10 20 30 40 S0 G0 70 S0 90 D 0 30 40 S0 60 FD S0 90
Time {h} Time {h}
% LCopy I (= Saveto “bmp % Copy | (= Save to *bmp

Figura 5.30: Gré&ficos de resultados para simulacdo normal.
Médulo 1: Dextrana
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5.3. CONCLUSOES

O médulo 1 do Bio-PSA contém as funcionalidades de
simulagcdo de Bioprocessos pré-existentes permitindo ao
usudrio total acesso as informagdes geradas por meio de
gradficos e arquivo texto. Além disto, o usudrio tem acesso
total a modificagdo dos dados iniciais em todos os processos
implementados. Nos processos que a modelagem hibrida ¢é
implementada, R.N.As treinadas a partir de dados
experimentais podem ser analisadas. A implementagdo de novos
Bioprocessos pode ser efetuada e acoplada ao mdédulo tornando

seu uso mais amplo.

O capitulo 6 mostrado a seguir detalha o mdédulo 2 do
Bio-PSA que contém funcionalidades para purificacdo de

proteinas.
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CAPITULO 6

6. BIo—-PSA: Mépuiro 2

PURIFICAGCAO DE PROTEINAS

Prefacio

O médulo 2 é dedicado a processos de purificagdo de
proteinas. Na versdo atual do Bio-PSA estd Iimplementada a
funcionalidade de purificag¢do de proteinas baseada no modelo
CARE discutido com maiores detalhes nos capitulo 2 e 3. O
usudrio tem a opg¢do de simular quatro configuragdes de
biorreatores para purificagdo de dois tipos de proteinas,

conforme serd visto nos itens 6.1.1 e 6.1.2.
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6.1. Caso 1: PURIFICAGAO DE PROTEINA PELO

PROCESSO CARE

6.1.1. Introdugao e Fluxograma.

M=

£ 3 af S, s
FF AR e S Reaar Sivaiad
FEGARR A

Bio-P5A: Bioprocess Simulation Asszistant
0 0 B v e

Yera Locia Reiz de Gouvéia
Rubens taciel Filho :
e-mail verareizi@lopza feq. unicamp. br

A FaPESP

Figura 6.1: Janela de Apresentacdo. Médulo 2. Proteina

A Figura 6.1 mostra a CxDlg “About” da funcionalidade
do software Bio-PSA que possui opcgdo para simulacdo de
quatro configuracgdes baseadas no modelo CARE gque podem ser
melhor analisadas no trabalho de DECHECHI et al. (1997). As
configuragcdes sdo: Sistema CARE modificado de dois e trés
estdgios e Sistema CARE modificado de dois e trés estégios
com eluigdo em reator pistonado. A Figura 6.1 apresenta o

fluxograma do programa.
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Inicio

B

Escolha do
processo

.

Inicializa e 1&
dados da planta

|
o4

MNaa

Executa simulagdo
da planta

.

Calecula rendimento
e produtividade

-

Impressac dos
dados
|

Figura 6.2: Fluxograma geral. Mdédulo 2. Proteina

6.1.2. Dados iniciais e simulagédo.

As principais fungdes podem ser acessadas através do
painel “Processes” mostrado na Figura 6.3. Cada configuracgdo
pode ser simulada para purificacdo de duas enzimas: Lipase e
Lisozima. Todas as varidveis iniciais podem ser editadas
pela janela principal e pelos botdes disponiveis no canto
inferior direito, apresentados na Figura 6.4. O acesso a
varidveis é habilitado ou desabilitado conforme o
requerimento da configuragdo a ser simulada. Os valores

iniciais sugeridos foram extraidos de RIBAS (1999).
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A Protein Purification - CARE

-0l x|

File Help
F1,E0,C0
_ E2,Q2,C2Fr
Adsorption Desorption
Stage Stage
E1,Q1,C1,Fr
|
F1,E0,CO ¢
C1,E1,F1 C2,E2,F2
~ Processes — Initial Data

Choose the process type:

% CARE-Maomal |2 Stages "l
" CARE-Phe | 'I

F1:|1 SO0 oot [molL) W |E'-1 L]
e2[15001 g o [2004 pmoiny mn 55RO g
Fa: |‘- S00-1 b so2 Y [mcl] Epsilon: |'3'-85

File Result; [CARE2.txt Simulation |

— Kinetics

Enzime: |Lipase

LI Yiews Resultsl

Set Initi al Concentrations.

Set R.K. Parameters and Controls | M1 Close |

Figura 6.3:

Janela principal da funcionalidade de
purificagdo de proteinas.

148




Capitulo 6

Iriitial Tirne: 0.0

Step:

#Ruge Kutta Paramets

~ R.K. Parameters and Controls

Simulation Time: I3':| OT: IEI.fi
10

1.00-3

o x|

e

x Cancel | of Ok

# Concentrations Set - 0] x|

— Enzyme [molfL] —

Ef1}: |D13?ED+DE
E[2: |D3855D+D4
E[3: I[I.ESEE!D +04

— 0 [molfL]
afy [05s4005
@y [04ma0e0
o BT

— C [molfL]

Ck: |D3DE1D+D1
Ci2): |D.?4Dd

E@E 01775

— 5 [molfL]

S0 |D1ESDD+D1

S |0.13110+M
S[@EE (0459

X Cancel | " OE

Figura 6.4:

Caixas de didlogo das varidveis. Mdédulo 2:
Proteina.

Segue-se na Figura 6.5, Figura 6.6 e Figura 6.7

imagens da Jjanela principal do médulo 2 para diferentes

configuracgdes.

Relembrando as

siglas:

= Sistema CARE modificado de dois estdgios (CARE2)

= Sistema CARE modificado de trés estdgios (CARE3)

"= Sistema CARE modificado de dois estdgios com

eluicdo em reator pis

tonado (CARE2pfr)

= Sistema CARE modificado de trés estdgios com

eluigdo em reator pis

tonado (CARE3pfr)
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24 Protein Purification - CARE o [=]E
File Help
i /llz\
E1,Q1,C1,Fr E2,Q2,C2Fr
Adsorption Washing Desorption
Stage Stage Stage
l1',«'1+E1 # ¢
F1 E3.Q3.C3,Fr C2,E2F2 C3,E3F3

~ Processes — Initial Data

Choose the process type:

% CARE-Maomal |3 Stages "l
" CABE-Ph | 'I

— Kinetics

Enzime: |Lipase

-]

F'1:|"-50[’-1 L co [+ [moliL) v:lf'-1 L]
F2|15UD4 L] Eo; {2004 [mold.] J='r;|f'-5530-1 [Lh]
F3 |1 S00-1[Lh] S0 2o [maliL] Epsilon: |'3'-85

File Result; [CARE3.txt ﬁmManl
Yiews Resultsl
Set Initial Concentrations |

Set R.K. Parameters and Controls | M1 Close |

Figura 6.5:

Janela principal. Médulo 2: Proteina -

CARE3/Lipase.
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A Protein Purification - CARE =10l x|
File Help

F1,E0,C0,50

E1,01,C1,51,Fr F2 F2
E2(z)
Adsorption g% ::]II
Stage

E2,Q2,C2,52Fr
o s

F1,E1
Cc1,51

~— Processes — Initial Data

F1:lD-3325 (L] 0o [55805 i) v |'3-1 [L]

o~ A ol |—;, F2:'i°-3325 i B 1906 pmoit] Fr |'3-'3'25 [Lin]
Fa. |U-3325 (L] 5.|:|:|2-'3I [mef) Epsilor: {070

{* CARE-Pfr |2 Stages vI

— Kinetics File Resylt: |CAREZ_pfr.tut simulation |
Enzime: |L\,fsozyme ;I Yiew Resultsl

Choose the process type:

vt [TO0ES [gny ks l1000 o Set Initial Concentrations

bz 18 Wbl omef! PE-3  [meld] Set R.K. Parameters and Contrals | 1 Llose |

Figura 6.6: Janela principal. Mdédulo 2: Proteina -
CARE2pfr/Lisozima.
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24 Protein Purification - CARE =10l x|
File Help

F1,E0,C0,80

F3 F3
E3{z)
C3(z
53(z

E1.Q1,C1,51,Fr

Adsorption
Stage

_E3,Q3,C3,83,Fr

E2,Q2,C2,52Fr

F1,E1
€1,51

- Processes — Initial Data

Choose the process type: F'I:|'I S00-1 [Lh] CI:I:I4-':| [mall] IE'-1 [L]
c‘mmﬂmmr______Z]Fﬂﬁm4 Ly Eq [200e WMJHhﬁW4[m]
2 Ih F3 |1 S00-1 L] sn;lzﬂ [maliL] Epsilon: |'3'-85

) Pl ages Eul

— Kinetics Fil=: R esult : IEHRE3_Dfr.th Simulation |
Enzime: ILipase LI Yiew Resultsl

Set Initial Concentrations

Set B.K. Parameters and Controls | H] Close |

Figura 6.7: Janela principal. Mdédulo 2: Proteina -
CARE3pfr/Lipase.

Apds todos os pardmetros iniciais serem definidos
inicia-se a simulacdo e em seguida a andlise dos resultados

que serdo mostrados no item 6.1.3.
6.1.3. Resultados

A Figura 6.8 mostra a CxDlg dos resultados. E
confirmado qual o processo foi simulado e para qual enzima e
o arquivo de resultados é mostrado em uma caixa de edicgdo. O
usudrio pode copiar todos os dados para uma andlise
diferenciada caso necessite. E possivel plotar graficos para
cada varidvel de resposta. Basta o usudrio escolher e clicar

no botdao “Plot”.
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24 Results N =] P

F1,E0,CO /F;\

E2,Q2,C2,Fr
=
Adsorption Desorption
Stage Stage
E1.Q1,C1,Fr -
¢ F1,E0,C0 ¢
C1,E1,F1 C2,E2,F2

— General Information

Time of Simulation: 30 h

Initial vaniable values:

— Graphics

£~ Free Enzyme Concerntration

" Adsorbed Enzpme Concertration

File Besults: Besultz.dat

E1 =1 5001 Lok " Contaminants in Liguid Fase

Enzyme: Lipase

F2=1600-1L¢h  SO=200/L = “field and Praductivity
Fi=180D-1L4  W¥=01o/d
CO=40g/L FR = 0.5580-1 g/l &
E0=2004 gl EFSILOM = 0.85 gL ﬂ_mme |

Figura 6.8: Caixa de didlogo dos resultados. Médulo2:

Proteina CARE2/Lipase.

Na Figura 6.9 tem-se os dados de rendimento e

produtividade para o processo Lisozima/CARE.

HAResults: Yield and Productivity

=10 x|

Yield Productivity
32BN Fm=—mr =TT N e
3036401 3 : ; ; : 9.10E+02 3 ; ; ; : ;
. 2FOEHIT - ; : ’E-'s.ngEmz- ; .
= EIEEH —--——E— ————— ———l————' .%?DSEHJE -----------------T-----l ---------------
AT SRR SR A $ A IR R Semeot - HEIEERE RN VO Lo
202601 4 - I e ey
LT e e L e P i] ¥T1 A Y SN S S U
1.69E+H11 5 DBE+02
o 5 10 15 20 25 a0 o 5 10 15 20 5 a0
Time {h} Time {h}

_% Copy | (= Saveto* bmp

_% LCopy | (= Save to *bmp

Figura 6.9: Caixa de didlogo dos resultados para purificacéao

de lipase
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6.2 . CONCLUSOES

Este médulo que aborda funcionalidades para
purificagdo de proteinas, contém modelos baseados no
processo CARE. No estdgio atual ndo permite generalizacgdes e
todos os processos sdo simulados para as proteinas Lisozima
e Lipase. Assim como no mdédulo 1, o usudrio tem acesso aos

dados gerados por graficos e arquivos texto.

Os dois préximos capitulos apresentam os médulos que
utilizam técnicas de Inteligéncia Artificial. Uma
funcionalidade de S.E ¢é mostrado no capitulo 7 e a

funcionalidade de R.N.As no capitulo 8.
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7. BIo—-PSA: Mépuiro 3

SISTEMA ESPECIALISTA

Prefacio

O terceiro médulo do Bio-PSA visa disponibilizar ao
usudrio ferramentas para o desenvolvimento de Sistemas
Especialistas de interesse. Na versdo atual do Bio-PSA esta
funcionalidade apresenta a opg¢do de desenvolvimento de uma
base de conhecimento ou a consulta a uma base disponivel. A
base de conhecimento disponivel c¢ria um S.E que visa
auxiliar o estudo e andlise de Bioprocessos através da
aquisi¢cdo de informagbes iniciais. O item 7.1 apresenta uma
introdugdo das ferramentas utilizadas para desenvolvimento
desta funcionalidade (denominada Bio—-PSA Expert) sendo sua
apresentacdo realizada no item 7.4. A base de conhecimento
desenvolvida é mostrada no item 7.2 onde sdo apresentadas
suas varidveis, objetivo e confec¢do das regras. O item 7.3
apresenta uma ferramenta aqui denominada “Base Builder” para

a criag¢do de novos S.Es.
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7.1. BIo—PSA EXPERT

Ao se clicar na opgdo “Use the Expert System“™ da CxDlg
mostrada na Figura 7.1 ¢é acionada a funcionalidade de
consulta a base de conhecimento mostrada na Figura 7.3. A
Figura 7.2 mostra a CxDlg “About” desta funcionalidade

denominada Bio-PSA Expert.

ol

IWelcorne to the

Bioprocess Simulation Assistant

Ww'hat do you want to do’?

™ Simulate an existent bioprocess ... [Madule1]
£~ Simulate a Frotein Purification Process ... [Module Z]
" se the EApet Sustenm oo [t odule 3F
i Training an Artificial Meural Metwark .. [Madule 4]
u‘\J Btk Mest LCloze

Figura 7.1: Janela de abertura do Bio—-PSA.

PO (o]

£ @fnaton of Sntmraioe, S
A Fefearcad Fhacers L
FELARICANE

Bio-PSA: Expert
Yaeiwn L

Vera Licia Beis de Gouveia
Rubens Maciel Filho ;
e-mail; verareizi@lopca. feq. unicamp. br

A ¥APESP

Figura 7.2: Janela de Apresentacgdo. Médulo 3. Bio-PSA Expert
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#Bio-PSA Expert - o] x|

File Consult 2

= ] o] ul =]

wi 0K, Tyt
¥ariabl
UL — General
Yiew the Expert System |
Open new DataBasze |
Conztiuct new DataBaze |
Yalues

fL Lloze |

Figura 7.3: Janela principal do Bio—-PSA Expert.

Com esta funcionalidade o usudrio pode consultar uma
base de conhecimento e desenvolver e/ou modificar Dbases
através da ferramenta denominada Base Builder. Este editor é
acessivel no botdo “Construct new DataBase” (Figura 7.3). O
“Base Builder” permite que varidveis e regras sejam
adicionadas ou eliminadas de acordo com a necessidade do
usudrio e no formato apropriado para uso do mecanismo de
inferéncia. Durante uma consulta os valores atribuidos a
todas varidveis do S.E sdo apresentados no canto inferir

esquerdo do Bio-PSA Expert conforme Figura 7.3.

Em todo procedimento foi utilizada uma Biblioteca de
Componentes Visuails ou VCL (Visual Components Library) para
o Delphi que auxilia no desenvolvimento de S.E. Esta
biblioteca foi construida a partir de um Shell desenvolvido

por pesquisadores do Laboratdério de Inteligéncia Artificial
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(LIA), localizado no Departamento de Computacéo da
Universidade Federal do Ceard (UFC) e distribuido. O Shell
Expert SINTA original distribuido gratuitamente pelo LIA
(Laboratério de 1Inteligéncia Artificial, Departamento de
Computagcdo da Universidade Federal do Ceard) foil elaborado
pelo grupo Sistemas INTeligentes Aplicados (SINTA) desta
instituig¢do. Esta biblioteca wvirtual é “open source”, ou
seja, permite acesso livre ao seu cddigo. Um Shell é um
software contendo um conjunto de ferramentas que permitem ao
criador do S.E preocupar—-se somente com a representacdo do
conhecimento. O Shell interpreta o conhecimento representado
e o executa, além de permitir depuragdes e explicagdes de

como o computador chegou aquela(s) conclusdo (des).

O editor de base “Base Builder” é baseado no Shell
Expert Sinta e desenvolvido com a utilizagdo da Expert SINTA
VCL. Esta nada mais é que uma biblioteca de componentes para
programagdo de sistemas especialistas baseados em regras de
produgdo, fatores de confianga e encadeamento para trés
(“backward chaining”), de forma semelhante ao clédssico MYCIN
(LIA, 1998). O encadeamento para trds é melhor explicado no
item 7.1.1.2. Um sistema baseado em regras que utiliza o
encadeamento para tras pode fazer hipdteses de concluséo e
usar regra antecedente/conseqiiente para trabalhar para trés

em direcdo a fatos que apdiem a hipdtese (WINSTON, 1988).

Entre as tarefas desempenhadas pela VCL utilizada,
tem-se:

® Encapsular a maquina de inferéncia e a estrutura de
dados que representa o conhecimento (regras de
produgao) ;

" Fornecer mecanismos para entrada de dados do
usudrio;

" Fornecer mecanismos de depuracgdo;

" Permitir personalizagdo da aplicagdo final;

Este Ultimo item sobre a personalizacgdo da aplicacgao é

muito interessante uma vez gque permite a criagdo de um S.E
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préprio com diminuicdo do tempo de programacdo para tarefas

que sdo globais a todo S.E.

A VCL utilizada foi desenvolvida para uma versdo muito
antiga do Delphi (2.0). Devido a facilidade de acesso ao
cédigo pdbde-se recompilar estes componentes para a versao
utilizada neste trabalho (Delphi 6.0), corrigindo assim a
incompatibilidade de versdes que ocasionaram muitos erros no
inicio do trabalho. Vale ressaltar que os cédigos
distribuidos no website do projeto apresentaram alguns erros
ocasionados pela diferenca de leitura de alguns dados pela

VCL.

Para se entender a funcionalidade de S.E implementada
é feita no prdéximo item uma explicacdo da arquitetura de um

S.E no Expert SINTA.

7.1.1. Arquitetura de um S.E no Expert SINTA

O contelldo deste item é baseado no manual fornecido
com o Shell Expert Sinta (LIA, 1998) que foi desenvolvido,

como j& citado, utilizando-se a Expert SINTA VCL.

Os S.Es gerados pelo Expert SINTA seguem a arquitetura

mostrada na Figura 7.4.

Podendo-se dizer que:

= Base de conhecimentos: representa a informacéao
(fatos e regras) que um especialista wutiliza,
representada computacionalmente;

* Editor de bases: é o0 meio pelo qual o Shell permite
a implementacdo das bases desejadas;

* MAquina de inferéncia: ¢ a parte do S.E responsavel
pelas dedugdes sobre a base de conhecimentos;

= Banco de dados global: sdao as evidéncias apontadas
pelo usudrio do sistema especialista durante uma

consulta.
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N
)
A
J

Base de

—» Conhecimento
1
Base de
Conhecimento
2
Base de
Conhecimento
3

-

4
I

-

Editor de Base

Maquina de Inferéncia
y
A

Banco de Dados Global

Figura 7.4: Arquitetura simplificada do Expert SINTA.

2

O objetivo do Shell Expert SINTA ¢é simplificar ao
maximo as etapas de criagcdo de um S.E completo. Para tanto,
oferece uma médgquina de inferéncia Dbésica, fundamentada no

encadeamento para trds (backward chaining).

7.1.1.1.As regras no Expert SINTA

Como dito no capitulo 2 a caracteristica que difere a
programac¢gdo comum da programac¢do com inteligéncia artificial
é que nesta cada parte pode ser modificada sem alterar toda
a estrutura do programa. As regras dado flexibilidade ao S.E.
Para se entender como elas funcionam segue a andlise de um
exemplo extraido da base SECAJU, um S.E de diagnéstico de

doencas do cajueiro, que acompanha o Shell Expert SINTA:

SE galerlas ?os.ramos ou inflorescéncias Premissas
OU inflorescéncias = murchas ou secas da

E brgtécges novas @urchas ' X ' Regra
E orificios laterais nos ramos ou inflorescéncias

ENTAO praga = broca das pontas [90%] :] Conclusdes

Figura 7.5: Regra de Producgdo. Expert SINTA

Denominam-se premissas (conseqiientes) de wuma regra

como as cabegas da regra e as conclusdes (os antecedentes),
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caudas. Esta notacdo é proveniente da linguagem PROLOG, na

qual as conclusdes encabecam as cldusulas.

Para o projetista do conhecimento que cria Dbases
utilizando o Shell Expert SINTA ou a VCL derivada dele, o
seguinte critério para definigdes de assertivas deve ser

seguido:

(I). A estrutura de cada cauda (premissa) deve

obedecer ao seguinte modelo:

| <conectivo> | <atributo> | <operador> | <valor> |

onde:

Conectivo: é um dos seguintes elementos utilizados na
légica cléassica: NAO, E, OU. Sua funcdo é unir a sentenca ao
conjunto de premissas que formam a segdao de antecedentes de

uma redgra.

Atributo: ¢é uma varidvel <capaz de assumir um ou
multiplos valores no decorrer da consulta a Dbase de
conhecimentos. Cabe ao desenvolvedor definir o tipo de
atributo. Um atributo é uma entidade totalmente abstrata,
capaz de armazenar listas de valores cujo significado
depende do contexto da base. Numeros também podem ser

atribuidos a varidveis;

Operador: ¢ um elo entre o atributo e o wvalor da
premissa que define o tipo de comparacdo a ser realizada.

S&o operadores relacionais: =, >, <=, <>, entre outros;

Valor: é um item de uma lista a qual foi previamente

criada e relacionada a um atributo.

(IT). A estrutura de cada cabeca (conclusao) deve

obedecer ao seguinte modelo:

|<atributo> |= |<valor> |<grau de confianga>|

onde:
Atributo: equivale ao mesmo atributo usado em caudas;

“=" & um operador de atribuicdo e ndo de igualdade. Ou
seja, o atributo, nas cabecgas de regra, é sempre instanciado
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a um valor. Dependendo se a varidvel pode ou nao acumular
multiplas instanciagdes, o novo valor substituira o antigo

ou serd empilhado com os demais.
Valor: equivale ao mesmo valor utilizado em caudas;

Grau de confianga: ¢ uma porcentagem indicando a
confiabilidade dagquela conclusdo especifica da regra. O grau

de confianca varia de 0% a 100%.

O Expert SINTA utiliza o encadeamento para trés, o
modo mais comum de utilizacdo de um sistema especialista. O
projetista deve incluir na definigcdo da Dbase quais os
atributos que devem ser encontrados (ou seja, os objetivos
do S.E). A médgquina de inferéncia encarrega-se de encontrar
uma atribuigcdo para o atributo desejado nas conclusdes das
regras (apdés o ENTAO...). Obviamente, para que a regra seja
aprovada, suas premissas devem ser satisfeitas, obrigando a
madquina a encontrar os atributos das premissas para gque
possam ser Jjulgadas, acionando um encadeamento recursivo.
Caso o atributo procurado ndo seja encontrado em nenhuma

conclusdo de regra, uma pergunta direta é feita ao usuario.

As regras de produgdo sdo populares por possuirem as
seguintes vantagens:

® Modularidade: cada regra, por si mesma, pode ser

considerada como uma peca de conhecimento
independente;

*" Facilidade de edigéao (uma conseqiiéncia da
modularidade) : novas regras podem ser acrescentadas

e antigas podem ser modificadas com relativa
independéncia;
= Transparéncia do sistema: garante maior

legibilidade da base de conhecimentos.

Portanto, é preciso ter em mente que a modularidade de
um sistema baseado nessa arquitetura permite a construcgdo

passo—a-passo da base de conhecimentos, ou seja, é possivel
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realizar vArios testes com apenas um subconjunto de regras

concluido.

7.1.1.2.Exemplo de encadeamento para tras

Sejam as seguintes regras um sistema especialista para

“decidir se devo ou ndo ir a praia amanha”.

REGRA 1

SE amanhd& pode chover = N&o

E tenho dinheiro suficiente = Sim
E tenho tempo suficiente = Sim
ENTAO devo ir & praia = Sim

REGRA 2

SE amanhd pode chover = Sim

OU tenho dinheiro suficiente = N&o
OU tenho tempo suficiente = N&o
ENTAO devo ir & praia = Ndo

REGRA 3

SE o servig¢o de meteorologia disse que vai chover amanhd = Sim
ENTAO amanhd pode chover = Sim

REGRA 4

SE ndo vou sair hoje = Sim

E nenhuma emergéncia ocorrer = Sim

ENTAO tenho dinheiro suficiente = Sim
REGRA 5

SE minha namorada ligar = Sim

ENTAO ndo vou sair hoje = Nio

REGRA 6

SE meu orientador passar trabalho extra = Sim
ENTAO tenho tempo suficiente = Ndo

Examinando o pequeno S.E acima, claramente distingui-
se que o seu objetivo é determinar o valor da varidvel devo
ir a praia. Entdo, inicia-se a busca por ela. O Expert SINTA
procura as regras nas quails a variadvel sendo procurada no
momento pode receber um valor se a regra for aceita (ou
seja, quando ela aparece apdés o ENTAO). Em seguida, a
maquina de inferéncia verifica se a regra vale ou ndo. No
exemplo dado, o sistema avalia a regra 1 para poder
determinar se devo ir a praia ou ndo. Mas, para isso, tem-se
que determinar se todas as premissas (amanhd pode chover =
Ndo, tenho dinheiro suficiente = Sim, tenho tempo suficiente
= Sim) sdo verdadeiras. Para descobrir se amanhd pode
chover, tem-se que repetir o processo, avaliando a regra 3.

Agora tem-se que saber se a meteorologia disse sobre a
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possibilidade de chuva amanhd. Como ndo existe nenhuma regra
que possa concluir o qgue a meteorologia disse, o Expert
SINTA realiza uma pergunta ao usudrio, do tipo “A
meteorologia afirmou se amanhd pode chover (Sim/N&ao)?” O

criador da base de conhecimento deverd criar esta frase.

Se a meteorologia disser que amanhd wvai chover, entéao
primeira premissa da regra 1 passard no teste. Avaliando a
segunda premissa e repetindo o processo do encadeamento para
trds, chega-se a regra 4. Mas, para descobrir se eu vou sair
hoje ou nao, ¢é preciso recorrer a regra 5 (observa-se a
forte idéia de recursdo no backward chaining). A regra 5
leva a uma pergunta, pela qual conclui-se se tal regra vai
ser aprovada. Se realmente for aprovada, a primeira premissa
da regra 4 é verdadeira, fazendo com que verifiquemos agora
a segunda premissa. Quando todas as premissas da primeira
regra forem avaliadas, pode-se determinar se a regra 1 foi
aprovada ou ndo. Caso contrdrio passa-se para a proéxima
regra que possa concluir um valor para a varidvel devo ir a

praia.

Uma base de conhecimento no Shell Expert SINTA ou
utilizando a Expert SINTA VCL envolve os seguintes conjuntos
de atributos que devem ser indicados pelo projetista da
base:

= Varidveis

» Regras

* Perguntas

" Objetivos

= Informag¢des adicionais

Quando esses elementos estiverem definidos, Jj& se

torna possivel utilizar o S.E.

A seguir ¢é apresentada a base de conhecimento
desenvolvida e que serd utilizada nos préximos itens para

demonstrar o funcionamento do Bio-PSA Expert.
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7.2 . DESENVOLVIMENTO DA BASE DE CONHECIMENTO

A base de conhecimento em desenvolvimento é baseada no
esquema mostrado na Figura 7.6 e detalhado no capitulo 2.
Sdo varios os fatores envolvidos no projeto de biorreatores
e muitos deles s&o interligados. Através do estudo e
pesquisa estas informacdes iniciais foram enriquecidas e
ordenadas de modo a serem compreensiveis a um S.E podendo
este utilizd-las de modo adequado. O S.E aquil apresentado
tem como objetivo fazer um resumo dos fatores iniciais a
serem considerados pelo projetista do processo. E um S.E
modelo que auxiliard também na apresentacdo das ferramentas
desenvolvidas neste trabalho. Esta base de conhecimento tem
um intuito didatico para posterior aperfeicoamento e

interagdo com os demais médulos do Bio-PSA.

Ressalta-se que o S.E néao aborda oS sistemas
constituidos de células animais, como células de mamiferos e
de insetos, e nem de células de plantas. Também ndo estédo

inclusos sistemas de anticorpos monoclonais.

Primeiramente foram definidas as varidveis do S.E e
seus respectivos valores. Em seguida foi especificado quais
varidveis possuiam uma pergunta associada e definidas as
perguntas. Finalizando foram criadas as regras e realizados

Oos testes.
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[Exigéncias do Produto]

a2
,[Identiﬁcagéo do Sistema Bioldgico ]

Restrigtes no

Lipstreain Estequiometria e Projeto do Meio

= TEE Restrigbes de fransfer&ncia
clnet'ca dg massa & EE'DF

Selegﬁn do Tipo de Biorreator Restrigtes no Downstream
5.4
Taxas de transferéncia F .
e e ks Projeto do Sistema
Instrumentagao
& Controle
Eslerilizagéo e Separagdo e
Contaminantes Purificagio do Produto

Figura 7.6: Representacdo esquemdtica do projeto de um
sistema de biorreator (adaptado de ANSEJO et al. 1994).

7.2.1. Definigdo das varidveis e objetivos.

Este item tem como objetivo a definigdo as varidveis
importantes para o S.E e a construgdo da Dbase de

z

conhecimento. A varidvel-objetivo é denominada
Initial_Information uma vez dque o objetivo deste S.E é a
orientacdo e coleta de dados inicias gerais para o processo.
O S.E 1irad definir se as informacdes foram devidamente
coletadas ou néao. Sendo assim a varidvel-objetivo
Initial_ Information receberé 0os valores Complete ou
Uncomplete. A Tabela 7.1 contém as varidveis do S.E e seus
correspondentes valores. Também ¢é apresentado o tipo da
varidvel. As varidveis podem ser dos seguintes tipos:

® Multivalorada: pode assumir mais de um valor. Se

durante a consulta um novo valor é inferido a tal

variadvel, ele é acumulado junto com os anteriores;
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® Univalorada: pode assumir somente um valor. Se
durante a consulta um novo valor é inferido o valor
antigo é descartado;

" Numérica: assume valores numéricos;

Na Tabela 7.2 sdo apresentadas as varidveis auxiliares

que nao estdo associadas a nenhuma pergunta.

Tabela 7.1: Varidveis principais do S.E em ordem alfabética:

Varidvel Valores Tipo

agitation rate damage Yes univalorada
No, I need to search

antifoam Gas-liquid oxygen rate multivalorada
Microorganism growth
Mass transfer rate
Final product recovery
Other

biological system Microorganism univalorada
Enzyme

cGMP requirements Yes univalorada
No
I need to search

cleaning problems No, doNot exist univalorada
Yes, exist
I need to search

CO2 sensitive Yes univalorada
No
I need to search

cooled Yes univalorada
No, I need to search

cooled quickly Yes univalorada
No
I need to search

corrosive produced Yes univalorada
No
I need to search

denaturation Yes univalorada
No, I need to search

density maximum Yes univalorada
No, I need to search

exopolysaccharides Yes univalorada
No
I need to search

final output Yes univalorada
No, I need to search

final product use Yes univalorada
No, I need to search
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Varidvel Valores Tipo

foam broken Mechanically multivalorada
Antifoam agent

foam produced Yes univalorada
No
I need to search

foaming harmful Yes univalorada
No
I need to search

growth rate maximum Yes univalorada
No, I need to search

heat transfer Yes univalorada
No, I need to search

hyphae produced Yes univalorada
No
I need to search

Initial information Complete univalorada
Uncomplete

kinetic Yes univalorada
No, I need to search

light requirements Yes univalorada
No
I need to search

lysis Yes univalorada
No
I need to search

measurements essential |ves univalorada
No
I need to search

measurements essential Temperature multivalorada

type Foam level
pH
Dissolved oxygen
Other

medium sterilized Yes univalorada
No, I need to search

medium type Slurry univalorada
Liquid
Semisolid

mobility system Free univalorada
Immobilized

oxygen maximum Yes univalorada

specific
No, I need to search

oxygen minimum level Yes univalorada
No, I need to search

oxygen requirements Yes univalorada
No

I need to search
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Variavel Valores Tipo
oxygen requirements Anaerobic univalorada
type Microaerophilic
Aerobic

pellets produced Yes univalorada
No
I need to search

pH extremes Yes univalorada
No, I need to search

pH optimal growth Yes univalorada
No, I need to search

pH optimal product Yes univalorada
No, I need to search

pPH variations Yes univalorada

sensitivity
No, I need to search

selective conditions Yes univalorada
No
I need to search

selective conditions Extreme temperature multivalorada

type Heavy metal concentrations
Extreme pH
Other

shear sensitive Yes univalorada
No
I need to search

solvents produced Yes univalorada
No
I need to search

spores produced Yes univalorada
No
I need to search

substrate soluble Yes univalorada
I need to search

temperature extremes No, I need to search univalorada
Yes

temperature optimum No, I need to search univalorada
Yes

viscosity effect Yes univalorada
No, I need to search

viscosity type Non viscous with Newtonian univalorada
viscosity
Viscous with Non Newtonian
viscosity

wall growth No univalorada
Yes

I need to search
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Tabela 7.2: Varidveis auxiliares do S.E:

Variavel Valor Tipo

bio_aux_1 Yes/No | univalorada

bio_aux_2 Yes/No | univalorada

bio_aux_3 Yes/No | univalorada

foam_aux_1 | Yes/No | univalorada

foam_aux_2 | Yes/No | univalorada

foam_aux_3 | Yes/No | univalorada

meas_aux_1 | Yes/No | univalorada

meas_aux_2 | Yes/No | univalorada

mob_aux Yes/No | univalorada

oxi_aux_1 Yes/No | univalorada

oxi_aux_2 Yes/No | univalorada

sele_aux_1 | Yes/No | univalorada

sele_aux_2 | Yes/No | univalorada

7.2.2. Definigao das Perguntas

Este é o item que faz a interface com o usudrio. As
perguntas que o mecanismo de inferéncia ird fazer ao usudrio
se a varidvel que ele estd tentando acessar nado tenha um
valor especifico. Como serd visto posteriormente o Bio-PSA
Expert possui ainda um sistema de ajuda em gque o usudrio
poderd perguntar ao S.E porque ele estd fazendo determinada
pergunta. As perguntas e as respectivas varidveis associadas

a elas estdo apresentadas na Tabela 7.3

Tabela 7.3: Varidveis, em ordem alfabética, e respectivas
perguntas do S.E:

Variaveis Perguntas

agitation rate damage Do you know at what agitation rate is
damage evident?

antifoam What the antifoam agents can affect?

biological system Choice the biological system:

cGMP requirements Are there any pharmaceutical/current Good
Manufacturing Practice (cGMP)
requirements?

cleaning problems Do you know if some special cleaning
problems exist?

CO2 sensitive Is the cell sensitive to CO2
concentrations?

cooled Is the bioreactor cooled following the
process?

cooled quickly Do you know how quickly the bioreactor
must be cooled?

corrosive produced Are corrosive chemicals produced or used
in the process?

denaturation Do you know what are the denaturation
conditions?
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Varidveis

Perguntas

density maximum

Do you know the maximum cell density
desired?

exopolysaccharides

Are exopolysaccharides produced?

final output

Do you know what is the final plant
daily/yearly output?

final product use

Do you know what is the use of the final
product?

foam broken

How the foam can be broken?

foam produced

Is foam produced?

foaming harmful

Is foaming harmful to the
microorganism/enzyme or to the final
product?

growth rate maximum

Do you know the maximum rate or the
maximum specific growth rate?

heat transfer

Do you know if sufficient heat transfer
capacibility can be provided on scale-up?

hyphae produced

Are hyphae produced?

kinetic

Do you know what kinetic model will be
used?

light requirements

Is there a requirement for light?

lysis

Does cell lysis occur under certain
conditions?

measurements essential

Are measurements essential?

measurements essential
type

What measurements are essential to make?

medium sterilized

Do you know if the raw fermentations
medium is heat sterilized in situ?

medium type

Which medium the process is performed in?

mobility system

Which is the mobility of the biological
system?

oxygen maximum specific

Do you know the maximum specific oxygen
requirements (Qmax)?

oxygen minimum level

Do you know the minimum level of oxygen
required?

oxygen requirements

Are there oxygen requirements?

oxygen requirements
type

Which is the oxygen requirement?

pellets produced

Are pellets formed?

PH extremes

Do you know what are the pH extremes in
the bioreactor?

pH optimal growth

Do you know what is the optimal pH for
growth?

pH optimal product

Do you know what is the optimal pH for
product formation?

pH variations
sensitivity

Do you know what is the sensitivity of
growth/product formation kinetics to
variations in pH?

selective conditions

Are the any selective conditions?

selective conditions
type

Choice the selective conditions:

shear sensitive

Is the system shear sensitive?

solvents produced

Are organic solvents produced?

spores produced

Are spores formed?

substrate soluble

Is the substrate soluble?
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Varidveis Perguntas

temperature extremes Do you know what are the extremes of
temperature in the bioreactor?

temperature optimum Do you know what is the optimum
temperature?

viscosity effect Do you know how does growth medium
viscosity affect production?

viscosity type Again about viscosity, is the medium:

wall growth Is there wall growth in the bioreactor?

7.2.3. Definigdao das Regras

O Bio-PSA Expert foi desenvolvido utilizando-se a
Expert SINTA VCL que utiliza o encadeamento para trds. Assim
ele faz hipdéteses de conclusao e usa regra
antecedente/conseqiiente para trabalhar para trads em direcgdo
a fatos que apdiem a hipdtese. O denominado Engenheiro ou
projetista de Conhecimento, pessoa que manipula informacdes
para deixd-las compreensiveis ao S.E, deve saber exatamente
como o mecanismo de inferéncia trabalha. O processo de
criacdo de regras € trabalhoso e requer muitos testes. Neste
caso a ordem dos fatores pode alterar, e muito, o resultado
final. Mas o interessante é que, como as regras estdo a
disposicdo do wusudrio ele mesmo pode detectar eventuais

falhas, caso tenha conhecimento sobre o assunto.

A Dbase de conhecimento aqui apresentada possuil 26
regras. E uma base pequena que pode ser modificada e
melhorada em novas versdes. No momento serve ao propdsito de

demonstracgdo da funcionalidade criada.

Regras do Sistema Especialista:

Regra 1
IF mobility system = UNKNOWN
OR bio_aux_3 = UNKNOWN
OR growth rate maximum = UNKNOWN
OR oxygen maximum specific = UNKNOWN
OR pH optimal product = UNKNOWN
OR pH variations sensitivity = UNKNOWN
OR bio_aux_2 = No
OR mob_aux = No
OR viscosity effect = UNKNOWN
OR viscosity type = UNKNOWN
OR sele_aux_2 = UNKNOWN
OR cGMP requirements = UNKNOWN
OR final output = UNKNOWN
OR foam_aux_3 = UNKNOWN
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OR
OR
OR
OR
OR
OR
OR
OR
OR
OR

final product use
cleaning problems =
temperature optimum =
heat transfer = UNKNOWN
cooled = UNKNOWN
cooled quickly =
temperature extremes =
pPH extremes = UNKNOWN

corrosive produced =
solvents produced =

OR kinetic = UNKNOWN

OR meas_aux_2 = UNKNOWN
THEN Initial information =

Regra 2
IF NOT meas_aux_2 =

THEN Initial information =

Regra 3

IF measurements essential =

THEN meas_aux_1 = No

Regra 4

IF NOT measurements essential =

THEN meas_aux_1 = Yes
Regra 5

IF meas_aux_1l = Yes

AND measurements essential
THEN meas_aux_Z2 = No

Regra 6

IF meas_aux_1l = Yes

AND measurements essential
AND measurements essential
THEN meas_aux_2 = Yes

Regra 7
IF foam produced = UNKNOWN
THEN foam_aux_1 = No

Regra 8
IF NOT foam produced =
THEN foam_aux_1 = Yes

Regra 9
IF foam_aux_1 = Yes
AND foam produced =
THEN foam aux_Z2 = No

Yes

Regra 10

IF foam_aux_1 = Yes
AND foam produced =
AND foaming harmful =

Yes

AND foam broken = UNKNOWN
THEN foam_aux_Z2 = Yes
Regra 11

IF foam aux_2 = No
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OR foam_aux_Z2 = Yes
AND foam broken = Antifoam agent
THEN foam_aux_3 = No

Regra 12

IF foam_aux_Z2 = Yes

AND foam broken = Antifoam agent
AND antIFoam = UNKNOWN

THEN foam_aux_3 = No

Regra 13
IF selective conditions = UNKNOWN
THEN sele_aux_1 = No

Regra 14
IF NOT selective conditions = UNKNOWN
THEN sele_aux_1 = Yes

Regra 15

IF sele_aux_1 = Yes

AND selective conditions = Yes
THEN sele_aux_2 = No
Regra 16

IF sele_aux_1 = Yes

AND selective conditions = Yes

AND selective conditions type = UNKNOWN
THEN sele_aux_2 = Yes

Regra 17
IF oxygen requirements = UNKNOWN
THEN oxi_aux_1 = No

Regra 18
IF NOT oxygen requirements = UNKNOWN
THEN oxi_aux_1 = Yes

Regra 19

IF oxi_aux_1 = Yes

AND oxygen requirements = Yes
THEN oxi_aux_2 = No
Regra 20

IF oxi_aux_1 = Yes

AND oxygen requirements = Yes

AND oxygen requirements type = UNKNOWN
AND oxygen minimum level = UNKNOWN
THEN oxi_aux_2 = Yes

Regra 21

IF mobility system = Free

AND shear sensitive = UNKNOWN

AND agitation rate damage = UNKNOWN
THEN mob_aux = No

Regra 22

IF mobility system = Free

AND shear sensitive = UNKNOWN

AND agitation rate damage = UNKNOWN
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THEN mob_aux = Yes

Regra 23

IF biological system = Microorganism
AND hyphae produced = UNKNOWN
AND pellets produced = UNKNOWN
AND spORes produced = UNKNOWN
AND lysis = UNKNOWN

AND exopolysaccharides = UNKNOWN
AND oxi_aux_2 = UNKNOWN

AND density maximum = UNKNOWN
AND CO2 sensitive = UNKNOWN

AND pH optimal growth = UNKNOWN
AND light requirements = UNKNOWN
AND wall growth = UNKNOWN

AND medium sterilized = UNKNOWN
THEN bio_aux_1 = Yes

Regra 24

IF biological system = Enzyme
AND denaturation = UNKNOWN
THEN bio_aux_2 = Yes

Regra 25

IF bio_aux_1 = Yes

AND bio_aux_2 = UNKNOWN
THEN bio_aux_3 = No

Regra 26

IF bio_aux_1 = UNKNOWN
AND bio_aux 2 = Yes
THEN bio_aux_3 = Yes

No préximo item serd mostrado como estas varidveis e
regras foram criadas no editor de base “Base Builder” e
finalizando este capitulo serd demonstrado o uso do mdédulo

3, o Bio-PSA Expert.

7 .3 . DESENVOLVIMENTO DA FUNCIONALIDADE DE

EDIQAO DE BASE DE CONHECIMENTO

2

O primeiro passo para o desenvolvimento do S.E é a
construgcdo de uma base de dados com regras em um formato que
possibilite o mecanismo de inferéncia acessa-las. O Base
Builder, foi baseado na versdo original do Expert SINTA
(LTA, 1998). As modificagdes sdo principalmente de ordem

visual, incluindo traducdo para a lingua inglesa, salvo as
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adaptag¢des para a versdo 6.0 do compilador Delphi e outras

mudancgas.

Ao contrdrio da maioria dos Shells existentes para
criacgéao de base de conhecimento, que utilizam  uma
pseudolinguagem (escrita em um editor de texto), o Expert
SINTA e conseqgiientemente o Base Builder possuem um conjunto
de editores de entidades, como varidveis, perguntas e
explicag¢des, regras, contextos de ajuda, distribuidos em
janelas distintas. A seguir serdo explicados os passos para
criagcdo da base de conhecimento apresentada no item anterior

no Base Builder.

A Figura 7.7 mostra a Janela principal do “Base
Builder” com a caixa de didlogo para criacdo de uma nova

base de conhecimento.

+[ Base Builder

File Edt View System Consut Debug Window Help

It == % b a0 ]| @]er

Bﬁwﬂd&
OperHule
Belete Hule

Wistalize

Figura 7.7: Janela principal do Base Builder.

Primeiramente deve-se preencher as informag¢des do S.E
clicando no botdo “Informations” na CxDlg “Name” como mostra

a Figura 7.8. Em seguida salvar a base com o nome, no caso,
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“Initial Information”. Serd criado um arquivo de extensao
.bcm que conterd todas as regras do S.E e que serd utilizado
pelo software de consulta. Conforme explanado no item 7.1
nos primeiros estudos do Expert SINTA e sua biblioteca de
componentes constatou-se que a versdao original do SINTA
estava gerando um arquivo .bcm incompativel com Os
componentes da biblioteca. Assim a base de conhecimento
gerada no editor de base nao podia ser lida no software de
consulta que foi construido. A recompilacdo e padronizacéo

resolveram este problema.

+[" Informacobes sobre a Base ] =10 =|

~General J =
Baze name: Ilnitial Informations - —
Authior narme: l"»-"era L.R. Gouvéia x Canicel
Test Thiz iz an Expert Syzter that has the objective ;I ? Help

Werzion of the knowledge baze: 1.0.0
Lazt rodification: 12/02/2006

K — _'r_I_I
v Shiow initial zcreen

E] eneralf{HeIp File /

Figura 7.8: Caixa de didlogo com informacdes do S.E.

Apds salvar a Dbase de conhecimento dé-se inicio a
inclusdo das varidveis do S.E. A CxDlg para inclusdo de
regras deve estar com a aparéncia mostrada na Figura 7.9.
Clicando no botdo “Wariables” abre-se a CxDlg mostrada na
Figura 7.10. Definem-se entdo as varidveis envolvidas e seus
respectivos conjuntos de valores possiveis. Para o exemplo
incluiram-se as varidveis contidas na Tabela 7.1 do item

7.2.1.
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_loix

Mew Bule

[HperHule

Lielete Hule

Wizalize

DObjectives

_bieecn |
Lol |
L e |

Interface
Infarmations

Cloze

Figura 7.9: Caixa de Didlogo para inclusdo de regras do S.E.

+)f ¥ariables =0 x
=B ]

Wariablesz Walues Add variable
agitation rate damage il Fizroorganizm - == _
artifoarn Erizyrme Delete variable:
bio_aus_1
bio_au_2 Add value
bio_aux 3
‘hinlogical system : [Telete value
cGMP requirements
cleaning problems LI

| | Wanable: |I:niu:n|u:ngin::al systern vrl xl i Mumeric

 Multivalue

Walue: | ‘*"l xl * Univalug
o OF | X Cancel

? Help

Figura 7.10: Caixa de Didlogo para inclusdo de varidveis do
S.E.

Apds definigdo das varidveis deve-se mostrar quais séo
os objetivos do S.E. Na CxDlg da Figura 7.9 clicar em
“Objectives”. Uma CxDlg para definigdes da(s) wvaridvel (is)

objetivo se abrird como mostra a Figura 7.11.
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obeanes _ioix

Yariables Ohbjective-vanables

agitation rate damane
antifoarm

bio_aux_1

bio_aux_2 —_—
bio_aux_3

biclogical sustem

cGMP requirements

cleaning problems

CO2 zengitive

cooled

cooled quickly

corrosive produced

denaturation j

Aarzibin ravirrn

[ritial infarmation

BRI

[T Shiow etz

« 0K | X Eanu_:ell 7 Hebp

Figura 7.11: Caixa de Didlogo para definicdo da varidvel-
objetivo do S.E.

Como j& dito o Expert Builder permite a geracgcdo mais
fadcil de interface grafica com usudrio. Para isto faz-se
necessdrio a definicdo de quais varidveis terdo uma pergunta
associada a ela e qual serd esta pergunta. O desenvolvedor
da base do conhecimento poderd também definir se serd ou néo
necessdrio atribuir wum grau de confianga (CNF) a esta
varidvel. A Tabela 7.3 do item 7.2.2 mostra os valores
atribuidos a <cada ©pergunta e a Figura 7.12 a CxDlg
correspondente. Em “Question help” podem ser adicionadas

explicagdes para o motivo da pergunta.
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ol

variables: Wariables with questions:
bio_auw_1 al | mediurm pe - ok
bio_aus_2 _I V’—_

miobility svstem
bio_aus_3
foarmn_aux_1 < |

awpgen maximunn specific ;
oxpPgEn rinimurn level X Cancel

foam_auw_2 oxpgen requirements

foarn_auws_3 oEpgen requirements type _I P Help
I mitial information ellets produced -
meas_aus_1

Mmeas_aus_2 ll pH optirmal growvith li

Duestior: [ Use CHNE

ID::: wou know what are the pH extrermes in the bioreactar?

Huestion help:

Including de pH of growth, medium preparation and final treatment. ;I

Figura 7.12: Caixa de Didlogo para auxilio no
desenvolvimento de interfaces.

Definidas as varidveis, seus valores, os objetivos do
S.E e a interface, o prdéximo passo é montar as regras. Ao
clicar no botdo “New Rule” mostrado na Figura 7.9 abre-se a
CxDlg da Figura 7.13. O usudrio define a ordem da regra e se
ela segue algum modelo. Depois de clicado no botdo “ok”
abre-se a CxDlg mostrada na Figura 7.14. Deve-se colocar o
nome desta regra e adicionar as premissas e demais elementos
da regra conforme é mostrado na Figura 7.15 e na Figura

7.16.

NewRule x|

[nfarmation |
Rile number: |'I
Model {NONE |

o Ok X Cancel P help

Figura 7.13: Caixa de Didlogo para inclusd@o de nova regra.
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_iBix
Rule iten:

Iu:u:-:_l,lgen requirements ;I |= ;I ILINKNEIWN ;I
“Conective

=\ .00 [ Mo & Modiy X Eancelarl ?  help |

Figura 7.14: Caixa de Didlogo para edicdo de regras.

I RULE 1 =10 x|
Rule: narme: Il:u:-:i_au:-:_1 _Ma Murmber: |'I

THEN

yf Add |New...| W 0K | X Cancel | 9 help |

ot ity | ) delete

Figura 7.15: Caixa de Didlogo de edigcdo de visualizacao e

regras.
i
Fiule name: ||:u:-:i_au:-:_'| Mo Humber: |1 Fi

BE

oxygen requirements = UNENOWN
THEN

oxl aux 1 = No CHNF 100%

S Modiy | O delete | sfadd | New. | 0K | X Cancel | P help

Figura 7.16: Caixa de Didlogo de edicgdo de visualizacédo e
regras.
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As regras do S.E de exemplo sdo mostradas no item
7.2.3. Para se montar as regras deve se ter um profundo

conhecimento do modo de operacdo do mecanismo de inferéncia.

Finalizada a base de conhecimento o “Base Builder” ira
gravar todas as 1informagdes no arquivo .bcm que seré
utilizado na funcionalidade para consulta Bio-PSA Expert
desenvolvida utilizando os componentes da Expert SINTA VCL e

mostrada no prdéximo item.

7.4 . DESENVOLVIMENTO DA FUNCIONALIDADE DE

CONSULTA

A primeira acgdo do wusudrio é abrir uma base de
conhecimento previamente elaborada no “Base Builder”. Ao se
abrir a base o wusudrio Jj& poderd visualizar todas as
varidveis e as regras. E importante que o usudrio possa ver
como o S.E foi construido uma vez que a fungdes do S.E é
deixar claro como ele chega a uma resposta para o problema.
Ele mostra a resposta e a Jjustifica de acordo com as regras
implementadas. Se o wusudrio acha que a resposta ndo ¢é
correta ele mesmo pode ver em qual regra o S.E foi “induzido
ao erro”. Esta regra pode ser modificada posteriormente pelo
préprio usudrio. A Figura 7.17 mostra o mdédulo 3 com a base
de conhecimento “Initial_ Information.bcm” aberta e a Figura

7.18 a cxDlg de visualizacdo das regras.
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A Initial Informations

3
biological system
cGMP requirements
cleaning problems

P

Figura 7.17: Janela principal com uma base de conhecimento
aberta. Médulo 3: S.E
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éEHpert System: Initial Informations: = I Ellil

— Expert System: Initial Informations

RULE 2 -
IF NOT meas_aux_2? = UNKNOWN
THEM Initial information = Complete CNF 100%
RULE 3
IF measurements essential = UNKNOWN
THEN meas_aux_1 = No CNF 100%
RULE 4
IF NOT measurements essential = UNKNOWN
THEN meas_aux_1 = Yes CHNF 100%
RULE 5
IF meas_aux_1 = Yes

AMD measurements essential = Yes
THENM meas_aux_27 = No CNF 100%

RULE &
IF meas_aux_1 = Yes

AND measurements essential = Yes

AND measurements essential type = UNKNOWN
THENM meas_aux_2Z = Yes CNF 100%

RULE 7
IF foam produced = UNKMNOWN
THEN foam_aux_1 = WMo CHNF 100%
RULE &
IF NOT foam produced = UNKNOWN
THEWN foam_aux_1 = Yes CNF 100%
RULE 9
IF foam_aux_1 = Yes
AMD foam neadored = Yes ;I

ﬂgluse |

Figura 7.18: Caixa de Didlogo para visualizacdo das regras.
Médulo 3: S.E

No canto superior esquerdo na Janela principal ha uma

seqiiéncia de botdes | ” ﬂl%l M 'l que controlam a consulta
ao S.E. O primeiro botdo inicia a consulta, o quarto pausa e
o Ultimo para. O segundo e o terceiro sdo para movimentacao.
A Figura 7.19 mostra uma das perguntas realizadas. Ao fim da
consulta ¢é exibida a tela de resultados gque mostra o
resultado da consulta, o histérico de consulta do S.E, os
valores recebidos por todas as varidveis e as regras dos S.E
conforme mostrado na Figura 7.20, Figura 7.21, Figura 7.22 e

Figura 7.23.
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24 Initial Informations i = =] S

File: Comsule 7
LE?l bl 4||°0| ||| -|

Do you know what are the denaturation conditions?

[ “Yes

™ Mo, | need to search

¥Yariables e I
bio_aux_Z2 ;I EHE S

bio_aux 3
bhiological system Yiew the Expert System

cGMP requirements
cleaning problems

CO2 sensitive Open new DataBaze
cooled

cooled quickly

rorensive nenduced ;I Construct new DataBaze
¥Yalues

Enzyme, with 100%

I_'L Cloze |

Figura 7.19: Janela principal em modo de consulta. Mdédulo 3:
S.E
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(o]
Initial information | X oos

_?l Value T

Complete 100

] | 3

_|"-, Fiesults 4 Histon 480 values 4 The Spstem 4 Summary |

Figura 7.20: Caixa de Didlogo dos Resultados/Results. Mdédulo

3: S.E
(ol
Search Tree | X Close

] 0\ Entenng in the e 1 ..
Comparinig I'I'll:l|:ll|lt_'.-' avztem = UMEMOWH
Searching mobility system ..
Aazking the user about mobility swstem
The uzer's answer: Free, with 1003
Comparing bio_aus_3 = LIMNENOWHM
Searching bio_aus_3 ..
El- O\ Entering in the ile 25
% Comparing I:m:u_au:-:_1 =Yes
<% Searching bio_aus_1 ...
EI--O'\ Entering in the ile 23 ..
Comparing biological system = Microorganism
Searching biological system ...
% Aszking the user about biological system ..

b-fm The user's answer Enzpre, with 1003 =
4| | >
\Results jHistar £A1 values 1T he System 4.5 ummary |

I¢ I@

Figura 7.21: Caixa de Didlogo dos Resultados/History. Mdédulo
3: S.E
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dresus -0 x|
All Results X Close
- SErE — =

LAY Yes [100%]
=459 biological spstem
T Enzyme (100%)
=-45p bin_aux_1

- CE] UNKNDWN [100%)
=

L E] es (100%)

=439 bin_aux_3

L E] es (100%)

=459 cGMP requirements

- GE No(100%)

=-45p cleaning problems

- TE] Yes, evist (100%)
=459 cooled

L E] es (100%)

- coaled quickly

=

;H esults EHistnr_l,l sl valuss A The Systern 4 Summary [

Figura 7.22:

fResults _{of x|
The Expert System | X Close
RULE 2 3
IF NOT meas_aus 2 = INKNOWN 2l 2 Hep

Médulo 3: S.E

Caixa de Didlogo dos Resultados/AllValues.

THEM  Initial infarmation = Complete CHE 100%
RLULE 3

IF measurements eszential = LMENOWN
THEM  meaz_aus_1 =Moo CHF 100%

RIULE 4
IF MOT measurements ezzential = UMEMNOWHN
THEM  meas_aus_1 =“'es CHF 100%

RULE &
IF meas_aus_1 ="es

AMD measurements eszential = Yes
THEM  meaz_aux_2 =Moo CHF 100%
RLLE B
IF meaz_aux_1 ="es
AMD measurements ezsential = Yes
AMD meazurements ezsential type = UNEHDWHN
THEM  meaz_aud_2 ="es CHF 1005
RULE ¥
IF foam produced = UNEHOWMN
THEM  foam aus 1=Mo CHF 1005

i

=

4 Results AHistory AN values A The Sustem A Surnmary |

Figura 7.23:

Médulo 3: S.E
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Na Figura 7.24 é possivel visualizar a caixa de texto
com um resumo das varidveils questionadas ao usudrio onde ele
poderé copiar e imprimir para a busca de maiores

informacgdes.

POTEE— RI=TEY

Summary | X Close

See below a summary of the initial information for the study of the process. <] 4@ Help
Dran't farget o research the variables that were not angwered. :

agitation rate damage ="es
biological svstern = Enzyme
bio_aus_1 = LIMNKHOWHM
bio_auw_2 =“es

bio_aux_3 ="Yez =
cGMP requirements = No
cleaning problems = Yes, exist
cooled = Yes

cooled quickly =Yes

cormosive produced = Yes
denaturation ="'es

final output = Mo, | need to search
firal product uze = Yes

foam broken = Mechanically

foam produced =Yes

foam_aux_3 = Mo =
4] _~*IJ

Y Besults fHistar A2l values 4The System ) Summar )

Figura 7.24: Caixa de Didlogo dos Resultados/Summary.
Médulo 3: S.E

Para cada pergunta ao usudrio este pode perguntar ao

P wihy?

S.E o porque da pergunta através no botéao (ver
Figura 7.19) que chama uma caixa de didlogo explicativa
conforme mostra a Figura 7.25. Caso o desenvolvedor da base
tenha associado a varidvel uma ajuda particular conforme
mostra a Figura 7.12 esta serd exibida no lugar das

informag¢des da Figura 7.25.
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Hep x|

To conclude ;I
- oxi_aux_ 1 = Ho

I need to know

==& oxygen requirements = UNENOTN

Figura 7.25: Caixa de Didlogo de explicacdo a uma pergunta.
Médulo 3: S.E

7.5. CONCLUSOES

Como visto, este mdédulo engloba uma funcionalidade
para desenvolvimento de S.E chamada Bio-PSA Expert. Esta
possui cardter generalista e como estudo de caso foi
desenvolvido um S.E que visa auxiliar o estudo e andlise de
Bioprocessos através da aquisicdo de informagdes iniciais. O
profundo entendimento de como funciona o mecanismo de
inferéncia do S.E é essencial para que o desenvolvedor da
base, conhecido como Engenheiro do Conhecimento, extraia as
informagdes necessdrias de um especialista humano e as
coloque em forma de uma base de conhecimento no formato
necessdrio. O uso de Bibliotecas de Componentes Visuais
auxiliou o desenvolvimento dos aplicativos, entretanto foi
necessdrio o conhecimento aprofundado do cédigo destes
componentes para a corregdo de erros e compatibilidade de

versodes.

Segue-se no préximo capitulo a descricéo da

funcionalidade de R.N.As.
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cAPITULO 8

8. B1o—OSA: Médpuro 4

REDES NEURAIS ARTIFICIAIS

Prefacio

O treinamento de Redes Neurais Artificiais contido
neste modulo visa o desenvolvimento de modelos hibridos e
“caixa preta” dos Bioprocessos Iimplementados nesta versdo do
Bio-PSA. Entretanto sua utilizagcdo é mais abrangente devido
ao cardter generalista da funcionalidade desenvolvida. O
item 8.1 apresenta de forma objetiva as ferramentas desta

funcionalidade e seu modo de operacgdo.

8.1. REDE NEURAL ARTIFICIAL

8.1.1. Caracteristicas da funcionalidade

O programa de R.N.A implementado possuli um numero
varidvel de camadas e de neurdnios. Os pesos sdo atualizados
a cada par entrada/saida apresentado a rede. As camadas
intermedidrias e de saida possuem neurdnios Bias gque séao
atualizados pelo programa. E calculado também o erro
composto relativo ao conjunto de dados e o programa para o

treinamento se este erro atingir um valor menor que o valor
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fornecido pelo usudrio. Todos os pesos sdo inicializados
automaticamente pelo programa. A taxa de aprendizado é fixa
e estabelecida pelo usudrio. A rede possui também o termo de

momento para evitar oscilagdes.

A Figura 8.1 mostra um fluxograma do programa de

treinamento da rede cuja finalidade é ajustar um conjunto de

.

Definicéo dos Pares de Treinamento
{N% de dados, armazenamento, normalizagdo)

pesos.

_____________________________________________ |

|

Inicio :

|

‘ i

:g " Definicdo da Configuracio da Rede :

o .,E.. (N2 camadas, N2 neurénios,p, etc) |

ﬁ wnao 7 I

=_g E I

.g “© Inicializagio dos :
= @

z 8 pesos |

|

1

I

1

I

T
I
|
I
I
I
|
I
I
I
I
I
|
I
I

i
|
I
I
I
I
I
I
I
I
I
|
I
I
I
I
|
I
I
I
I
|
I
I
I
I
I
I
I
I

Impressao em
Arquivo do
im# Conjunto de Pesos —-@
Ajustados e Dados
da Rede

Erro = desejado ou
Iteragdo = desejada

Mao

Apresentagido de um Padrdo 8 Camada de
Entrada

!

Calculo da Atividade em cada neurénio

+

Obtencdo de uma resposta na Saida

'

Comparagao do Valor Obtido na Saida com
a Resposta Padrao (Calculo do Egg)

:

Atualizagcdo dos Pesos da Rede
(Retropraopagacao do erro)

Treinamento

Figura 8.1: Fluxograma do programa de treinamento das Redes
Neurais Artificiais.

8.1.2. Dados iniciais e treinamento.

A configuragdo da Rede Neural Artificial a ser
treinada ¢é definida na Jjanela principal do mdédulo 4

apresentadada na Figura 8.2. Atualmente existe apenas uma
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opcdo em cada ComboBox

receber novas opg¢des futuramente.

tipo de funcgdo de

sigmoidal podendo ser

mostrado no capitulo 2. A Figura 8.3 mostra a utilizacdo de
caixa de didlogo para procura de arquivos,

indicado o arquivo que possui

Rede Neural Artificial.

% Bio-P5A: Module 3

Eile: Help

(Caixa de Combinacéao)

ativacéao

acrescentadas

que possuil apenas a

outras

os dados para validacgado da

Net Architecture

Algornithm and Parameters

Met Topologies: IFeeu:IFu:uward j

| Supervize "I
| Sigrnaid - I

Leatring Paradigms

Sctivation Function:

— Lavers

h E}
Input Layer with I2 Evi neurans
Output Layer wwith |1 g MEUrons

|Hic|c|en layer numhetj !3 3! neurahs

Mumber of Hidden Layer(s):

| Pattern Files

Mormalization Type: |Straight j
File Training Data:
|lreina.dat _I

File Yalidation Data:

|valida_dal _‘

Algarithm Training: | Biack Propagation Li

Momenturm: 1 A

b

Training Type: |Standard "I
Learn rate: ID,E Ej
Frint results to sach iED %’ iteration=

File-of theTraining Results:
IResuIt_Train.dat

File of the Walidstion Resutts ;-
IResuIt_1|faI.dat
File of the Wsight Data:
|p.dat

que poderé
Um exemplo é a opgdo de
opgéao

fungdes como

no exemplo serd

= Stop Critkerion

& Max [terations ferations
€ Min Errr IEDDE|
 Both Bt D] |'I 'v’

EXpEnEnt l'1 vﬂ

BéginTrainingl Hesull | fL_EJuSe |

Figura 8.2: Janela principal do programa de Rede Neural
Artificial.
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Abrir HE
Examinar: |{_:_-J Data j = B cF E

@ltreina DAT:

Mome do arquive: Ivalida.dat j  dabir |

Arquivos do tipo: | Data

Figura 8.3: Caixa de didlogo para escolha de arquivo de
dados. Médulo 4: R.N.A

Apds determinacgéao de todos os dados iniciais
necesséarios o botédo de inicio do treinamento é habilitado ao
usudrio. Ao se iniciar o treinamento aparece uma CxDlg, como
mostrado na Figura 8.4. Conforme o critério de parada
escolhido o usudrio acompanhard o incremento da varidvel por

esta caixa.

T

Training File:  treina.dat
Validation File: valida.dat
WeightFile:  P.dat
Murmber of Training Pairs: 150
Murnber of validation Pairs: 249
Leamn Rate: 05
Momenturm: 1.0
Minimal Erar.  Not applicable
bax Iteration: 2000
Eror;  0.4652E-02
lteration:  2000.0

Simulation concluded! T :

Figura 8.4: Caixa de didlogo de treinamento. Médulo 4: R.N.A
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8.1.3. Resultados.

A CxDlg dos resultados é mostrada na Figura 8.5. No
painel “Training information” sao apresentados os resultados
finais. O gréafico logo abaixo mostra como © erro composto
variou durante as iteragdes. No painel de representacdo dos
dados sao apresentados os erros relativos médio e erro
relativo médio em % para cada varidvel de saida. Neste caso
h4d somente uma varidvel de saida. O erro relativo para o
treinamento é calculado comparando-se os dados fornecidos

pela rede versus os dados de treinamento. Estes dados sao

mostrados em caixas de edicdo que permitem a cdpia.

___— _—
| Training Information | Data Representation |

RESULTS OF TRAINING — Training Data

: OutPut No.: 1 -
Training File: treina. dat Eﬁetuu,afam _I
‘Yalidation File: valida.dat EReliz): 477
‘Wwieight File: P:dat

Muriber of Training Pairs: 150
Mumber of Yalidation Pairs: 249
LLearn Rate: 050

Maomentum: 1.00

Max lteration: 2000

" o

Errors vs Rerations
: 1 j : : Graphic: Patternx ANN Data Plot
f,00E-07 | . O - S :
5 50602 | Goi i 4 i Malidstion Data _j
: I ' : OutPut Mo 1 i
. il e g = ERel0.11E+02
e D N R T B - ||/|ERetz) 5E8
g 4B0EDL |- B e
1= e e e
T e T T S e
ZOOEDZ |- psa e R SR R _|;|
oot vme e i .
200 400 600 80D 100D 1200 1400 1600 | || =
Graphic: Pattern x ANN Data [ I
lterations phi | Plot

Copy | (= Save to*bmp IL_E'USE |

Figura 8.5: Caixa de didlogo dos resultados. Mdédulo 4: R.N.A

Uma ferramenta interessante do Delphi é o TeeChart que
permite a edigcdo de gradficos. Utilizando este componente
foram desenvolvidas CxDlg que mostram a plotagem dos dados

da R.N.A versus dados de treinamento (Figura 8.6) e
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validagdo (Figura 8.7) e o grafico contido na Figura 8.5.
Nos graficos, quanto mais préximos os pontos da reta melhor
foi o treinamento. E possivel copiar estes graficos para
outros softwares (Windows) bem como salvd-los como uma
figura BMP. Com isto é eliminado o uso de outros softwares
para confeccdo de graficos e andlise dos resultados. Séo
também gerados arquivos dos dados caso o usudrio deseje

aplicar outros tipos de andlises de resultados.

Pattern vz Het

Pattern vs Net
ao0Ee0z T
tame0zd T
tamewzd
1 BODEDZ 3
1,500 B+ 4
1,400E403 4 !
tamewzd T
rzo0E02 4
R 11T =1
1,000 E+03
2.000E+0Z 4
2.000E+0Z 4 :
romewzd T T
6000E402 4
soooEw0z 4
aoo0Edz 4
soooEwz 4T,
spooEdzd T
1,000E402 4
0.000EHD & J E : ’
0,00 E+00 &, 00E+02 1,00E+03 1,50E+03 2,00E+02
Pattern Data

Het Data

% Copy | [= Saveto ".bmpl

Figura 8.6: Gradficos para andlise do treinamento. Mdédulo 4:
R.N.A
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Pattern vz Het

Pattern vs Net

2.IJEIIJE+D3-'A'-" e e
1.000E+02 3§ | ]
I
1, 700E+02 4
1 G00EHIZ
1,500 E+03 4
1,400 E+H13
1,300 E+03 -
1 200E+H03 4
1, 100E+03 4
1,000 E+H13
9, 000E+0E §
8, 000EHZ
7000 EH2
B5.0D0EHZ -
5,000 EH2
4,000 B2
3000 E+HZ
2, 000E+DE §
1,000 E+H1Z
0,000 E+00 - ; ; ;

0,00E+00 5,00E+02 1, 00EHD3 2,00E+03

Pattern Data

DS, Sl

Het Data

L el (T WL S,

T

iy R ey S ]

% Copy | [= Savelo ".bmpl

Figura 8.7: Graficos para andlise da wvalidacdo. Mdédulo 4:
R.N.A

8.2 . CONCLUSOES

Este médulo é de grande importéncia no Bio-PSA, seja
auxiliando no treinamento de R.N.As contidas nas
funcionalidades do médulo 1 como também em R.N.As criadas
pelo usudrio para solucdo de problemas especificos. Foram
escolhidas opg¢des de configuracdo mais wutilizadas podendo
ser acrescentadas novas fun¢gdes em versdes posteriores. O
desenvolvimento desta funcionalidade permitiu o uso desta
ferramenta de I.A sem a necessidade de outros softwares

especificos, em sua maioria versdes comerciais pagas.
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O . CONSIDERAGCOES FINAIS

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

O aplicativo Bio-PSA em sua versao atual (v.1.0) cria
uma estrutura Dbéasica para a implementacgéao de novas
funcionalidades relacionadas ao projeto e operacdo de
processos biotecnoldégicos. As ferramentas de Inteligéncia
Artificial implementadas, Redes Neurais Artificiais e
Sistemas Especialistas, possuem um cardter generalista sendo
que o limite de suas aplicacgdes ¢é definido apenas pelo
préprio usudrio. O Bio-PSA tem cardter instrutivo e podendo

ser utilizado em meio académico e industrial.

As funcionalidades implementadas no médulo 1 permitem
aos usudrio total acesso as informagdes geradas por meio de
gradficos e arquivo texto. Além disto, o usudrio tem acesso
total a modificacdo dos dados iniciais em todos os processos
implementados. Estas caracteristicas estdo presentes também
nos médulos seguintes. O médulo contendo a funcionalidade de
S.E permite o uso e criacdo de bases de conhecimento de modo
pradtico e intuitivo através de interface gréfica. A base de
conhecimento para coleta de dados iniciais do projeto de
sistema Dbiotecnoldégicos pode ser aprimorada através de

edigcdo e/ou criacdo de novas regras pela funcionalidade
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“Base Builder”. Como apresentado, o Bio-PSA pode e deve
sofrer modificagdes em suas prdéximas versdes. O objetivo é
sempre acrescentar novos processos aos médulos 1 e 2,
simulacdo de ©processos Dbiotecnoldégicos e processos de
purificagdo de proteinas respectivamente. Classificou-se as

perspectivas futuras em curto, médio e longo prazo.

Em curto prazo deve-se submeter o programa a uma
documentagcdo mais detalhada do cbédigo fonte e maior
integragdo entre os componentes construidos nas linguagens
Visual Pascal (Delphi) e Fortran. O objetivo é que todos
cédigos Fortran sejam fornecidos como uma dll (Dynamic Link
Library) e que s6 sejam utilizados cdédigos Fortran gquando

realmente necessario.

Uma pesquisa com usudrios poderd ser realizada em
médio prazo de modo a analisar as interfaces promovendo
mudancgas nesta e no sistema de ajuda (Help) . Outro
aperfeicoamento € a generalizacdo das funcionalidades de
produgcdo de etanol e purificagdo de enzimas, de modo que se
possa utilizar outros microrganismos e enzimas. Esta
generalizagdo pode ser realizada através da utilizagdo de um

banco de dados global que armazene as varidveis.

As perspectivas em longo prazo visam a adigdo de novas
funcionalidades aos médulos existentes tornando o Bio-PSA um
software mais abrangente. Além disto, a implantacdo do banco
de dados global e a generalizagcdo das funcionalidades dos
médulos 1 e 2 tornardo possivel a criagcdo de S.Es com
conexdo com estes médulos. Por exemplo, o usudrio podera
escolher modelo cinético (apresentado pelo S.E) e fazer os

cdlculos e simular o processo “sugerido” por um S.E.
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