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RESUMO

A sintese de dcido acrilico via processo fermentativo € um assunto recente, com
poucas informacdes disponiveis na literatura e, tem despertado cada vez mais interesse de
pesquisadores. Através da modelagem matematica, € possivel obter uma melhor
compreensdo de um processo em sua totalidade, através de analogias abstratas que
possibilitam a predicdio de um fendmeno. O objetivo deste trabalho consiste no
desenvolvimento de modelos deterministicos para representar o processo biotecnoldgico de
sintese de 4cido acrilico a partir de uma rota metabdlica alternativa, visando estudos do
comportamento estaciondrio/dinamico do processo, aplicacdo de técnicas de planejamento
experimental para identificacdo dos pardmetros mais relevantes e otimizagdo dos
parametros operacionais, com a finalidade de compreender o processo e apresentar uma
metodologia alternativa para a sua producdo. A partir dos modelos desenvolvidos foi
possivel obter perfis de concentracdo dos principais componentes do processo. Depois de
identificadas as influéncias dos parametros operacionais, cinéticos e de projeto sobre o
processo, os parametros operacionais de cada modelo foram otimizados através da
aplicacdo da metodologia de superficie de resposta e do método de otimizacdo por
programacdo quadratica sucessiva. Com a otimizacdo dos parametros foi possivel encontrar
condi¢Oes de operacdo que aumentaram a concentracdo e o rendimento final de &cido
acrilico, como também, perceber as limitacdes dos métodos de otimizagdo usados. Nos
modelos com cinética estruturada foram aplicadas estratégias de controle, através das quais
foi possivel encontrar condi¢cdes 6timas, podendo com isso operar o biorreator de forma
eficiente e segura, além de aumentar o rendimento final de acido acrilico. Através da
realizagdo deste trabalho, pode-se concluir que os modelos desenvolvidos constituem um
conjunto de ferramentas interessantes para predizer e investigar o comportamento do
processo de sintese de dcido acrilico via processo fermentativo, uma vez que, a literatura
ainda ndo dispde de trabalhos de modelagem para a sintese de 4cido acrilico via rotas
fermentativas. Também, servir de apoio para estudos de manipulacdo genética visando
obter microrganismos com capacidade de produzir &cido acrilico em condigcdes
economicamente competitivas.

Palavras-chave: modelagem, processos biotecnoldgicos, dcido acrilico, otimizacao, controle
de processo.
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ABSTRACT

The acrylic acid synthesis by fermentative process is a recent subject, with few
available information in literature and it has demonstrated each time more interest of
researchers. Through the mathematical modeling, it is possible to obtain a better
understanding of the process behavior if mechanistic models are developed. The purpose of
this work is the deterministic model development for the biotechnological process of
acrylic acid synthesis through an alternative metabolic route, aiming the studies of both the
steady state and dynamic behavior of the process. To investigate the parameters interactions
as well as to identify the parameters with the most significant impact on the model
experimental design was used and operational parameters were optimized. The purpose is
to understand the process and to present an alternative methodology for its production.
From of the developed models was possible to obtain the concentration profiles of the
process components main. After identified the influence of the operational, kinetic and
design parameters about the process, the operational parameters were optimized through the
application of the response surface methodology and the successive quadratic programming
optimization method. With the optimization of parameters was possible to find out the
optimal operational conditions and thus to increase the yield and acrylic acid concentration
as well as to perceive the limitation of optimization methods used. In the models with
structured kinetic were applied control strategies, where was possible to operate the
bioreactor safe and efficiently as well as to increase the acrylic acid final yield. With the
realization of this work, it follows that the models developed consist of a set of interesting
tools to predict and investigate the behavior of the acrylic acid synthesis by fermentative
process, whereas in the literature are not yet available works about modeling of the acrylic
acid synthesis from fermentative routes, as well as can to serve as support for studies of
genetic manipulation aiming at to obtain microorganisms with capacity to produce acrylic
acid in competitive economically conditions.

Key-words: modeling, biotechnological process, acrylic acid, optimization, process control.
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CAPITULO V
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CAPITULO I. INTRODUCAO

Com o aumento das necessidades do homem e a transformagdo das mesmas ao
longo do tempo, tornou-se quase que obrigatério explorar novas tecnologias obrigadas a
gerir novas pesquisas e descobertas. A este fato encontram-se intrinseco os processos de
transformagdo da matéria, no qual inclui diretamente a figura da ciéncia da Engenharia

Quimica.

Um grande desafio relacionado com a preservagdo do meio ambiente € o
esgotamento de matérias-primas derivadas do petréleo. O crescimento da populacdo
associado com a demanda por combustiveis e produtos quimicos, tem aumentado a busca e

o desenvolvimento para o uso mais diversificado de matéria-prima renovavel.

Existem diversas possibilidades para substituir processos quimicos convencionais
por processos biotecnoldgicos baseados em fontes renovaveis. Porém, isso se torna vidvel
somente quando a matéria-prima € barata, como € o caso do bagago de cana-de-aguicar no
Brasil. Adicionalmente, é necessario o desenvolvimento de processos que trabalham de
forma adequada para fazer o melhor uso possivel de matéria-prima, com procedimentos que
evitam o maximo possivel a agressdo ao meio ambiente, onde a utilizacdo de fontes
alternativas € feita de forma equilibrada entre a cadeia alimentar e a obtenc¢do de produtos

quimicos.

Ap6s 1950, o uso de feedstocks (matéria-prima) petroquimicos para a produgdo de
produtos quimicos cresceu rapidamente por causa da disponibilidade e do baixo custo do
petréleo e do custo elevado das matérias-primas derivadas de plantas. Entretanto, o impacto
causado pelo preco do petréleo nos anos 70, ndo somente mudou bruscamente os custos
relativos da matéria-prima petroquimica, mas também exp0Os a instabilidade do mercado
mundial de petréleo, além de tornar vidvel a sintese de produtos quimicos através da
fermentacdo. Como conseqiiéncia, a matéria-prima agricola tornou-se outra vez atrativa

(Hatch e Hardy, 1989).

As ciéncias bioldgicas quando combinadas com os recentes e futuros avangos em

engenharia de processos podem tornar-se o fundamento para a producdo de uma ampla
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variedade de produtos industriais a partir de fontes renovaveis. Estes produtos industriais
“biobaseados” incluem combustiveis liquidos, produtos quimicos, lubrificantes, plasticos e
materiais de constru¢do. Alguns beneficios desses produtos industriais incluem (Hatch e
Hardy, 1989):

v" uso da produtividade agricola inexplorada e/ou residuos da agricultura ou de
florestas e alguns residuos organicos municipais;

v/ aumento na confianca de processos e produtos que sdo ambientalmente
sustentaveis;

v' desenvolvimento de menor custo, melhor “apresenta¢do” dos produtos,
geralmente indisponiveis (comparado com produtos produzidos a partir de petroquimicos);

v' uso de biologia molecular para modificar a matéria-prima de forma a
facilitar o processamento e reduzir os custos ambientais e econdomicos do processo;

v/ aumentar a estabilidade social e econdmica das comunidades rurais através
da produciao e processamento de matérias-primas renovaveis;

v" reduzir a dependéncia de petréleo;

v' melhorar o sistema ecolégico global e local em funcdo da produgdo e

processamento de matérias-primas derivadas de plantas.

E incontestével que, particularmente na drea de produgio basica e na quimica fina,
o uso de processos biotecnoldgicos sao significativos, uma vez que (Dechema, 2004):

v/ sdo usualmente distintos pela sua alta especificidade (conversio de
substrato) e seletividade (espectro do produto);

v" usam fontes renovdveis como matéria-prima, desta forma, contribuem para a
sustentabilidade de processos e produtos;

v'as reagoes dos processos biotecnolégicos podem ocorrer em condi¢des

brandas em relacao aos valores de pH, temperatura e pressao.

A Figura 1.1 mostra que a maior parte dos produtos obtidos de fontes
petroquimicas, podem ser obtidos através de processos fermentativos para posterior sintese

de produtos quimicos.



CAPITULO I - INTRODUCAO
Modelagem e Controle da Sintese do Acido Acrilico via Processo Fermentativo

Propilenoglicol <+—— Glicerol Oxido de propileno P
Acido
- Estireno Adipico
Propileno
Isopropanol 1,3-Butadieno
* el
1
' 2,3-Butanodiol 2-Butanona
, .
Acido Acrilico E S
1 7z ’
\ .
Acido Léctico ---- P Eqd_u_tqs_c‘ig/ff:n.nentagao
anaeréhia
] S
| S
Lactideos E “~af 1 Butanol n-Butileno
1
1
|
Etanol

Acetaldeido
Acido Acético
Acrilo-nitrila

BenzeArQ

Etilbenzeno «—4~ Dicloroetano — . Etileno

|

Estireno

L. Cloreto de Etilenoglicol
Polietileno OX}dO de  yinila
etileno

Figura 1.1 - Produtos de fermentacdo usados para sintese de produtos quimicos
(Hanselmann, 1982 apud Stottmeister et al., 2005)

A sintese de produtos através de processos biotecnoldgicos expde duas vantagens
importantes. A primeira tem seu argumento fundamentado na realidade de que os processos
biotecnoldgicos possibilitam a descoberta e a exploracao de inimeras rotas de obtencdo de
produtos de alto valor agregado, formando caminhos paralelos e alternativos para a
producdo dos mesmos produtos de interesse, fato este que denota a possibilidade de
enfrentar o problema de esgotamento das matérias-primas. A segunda é fundamentada no
argumento ecoldgico, onde a diminuicdo acentuada da exploragdo dos recursos naturais,
viabilizada pelos processos de sintese biotecnoldgica, teria uma conseqiiéncia diretamente
proporcional a qualidade de vida e do meio ambiente, e inversamente proporcional a

degradacdo ambiental (Lunelli et al., 2006).

Os processos biotecnoldgicos incluem (Stottmeister et al., 2005):

v" uso de matéria-prima renovavel;

v' otimiza¢do de processos biotecnolégicos, resultando em alto rendimento,
minimizagdo da quantidade de residuos e baixa demanda de energia, por meio de:

. alto desempenho de microrganismos;
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. medidas on-line de produtos e substratos no biorreator;

. sustentabilidade sécio-econdmico e desenvolvimento régio-estrutural.

Apesar das vantagens que os processos biotecnoldgicos apresentam, pode-se citar
como um dos principais problemas deste tipo de processo, a alta dilui¢do do produto em
solucdo aquosa, aumentando o custo do processo de downstream (separagcdo e purificacao
do produto) tornando-o o fator economicamente limitante do processo. Neste contexto, a
principal tarefa da bioengenharia em coopera¢do com a biologia molecular é superar este
problema, nao através da construcdo de novos biorreatores, mas através do

desenvolvimento de processos economicamente sustentaveis (Gerbsh e Buchholz, 1995).

A Figura 1.2 mostra os produtos quimicos que sdo produzidos atualmente de
fontes renovaveis via fermentacdo e a Figura 1.3, apresenta os produtos quimicos que

podem ser produzidos a partir de biomassa.
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Figura 1.2 - Produtos quimicos produzidos por fermentacdo de carboidratos
(Danner e Braun, 1999).
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Figura 1.3 - Produc¢ao de novos produtos quimicos a partir de biomassa
(Danner e Braun, 1999)

Entre os produtos apresentados na Figura 1.2, o etanol, o butanol e o dcido lactico
sdo os produtos mais tradicionais de processos fermentativos, e sdo formados como

resultado do metabolismo anaerdbio de acucares.

Dentro do contexto apresentado acima, procurou-se desenvolver modelos que
representassem a sintese de 4cido acrilico a partir da fermentacdo da cana-de-acucar,
através da conversdo direta de glicose em dcido acrilico, com formacdo de produtos
intermedidrios, usando um tunico microrganismo (Saccharomyces cerevisiae), robusto,
tolerdvel a baixos valores de pH e também, com alta aceitagdo nos processos industriais,
com o objetivo de tornar o processo economicamente vidvel. Ressalta-se que este trabalho é
uma simulacdo computacional, baseado em modelos deterministicos com informacdes
disponiveis na literatura e a producdo de acido acrilico, através do uso de Saccharomyces
cerevisiae vai depender das condi¢des ambientais de fermentacdo, como também, das

propriedades fisiolégicas do microrganismo, sendo necessdrias talvez, modificacOes
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genéticas para que ele consiga atingir as habilidades fermentativas desejdveis, e assim,

produzir elevadas concentracdes de dcido acrilico.

1.1 Objetivos

Os objetivos gerais deste trabalho consistem no desenvolvimento de modelos
deterministicos do processo biotecnoldgico de sintese do 4cido acrilico, visando estudos do
comportamento estaciondrio/dindmico e controle em tempo real do processo, com a
finalidade de compreender adequadamente o processo e apresentar uma metodologia

alternativa para a sua producao.

Com a finalidade de atingir os objetivos acima expostos, as seguintes etapas foram
desenvolvidas:

v' Desenvolvimento de modelos estruturados e nio estruturados do processo,
com células livres e imobilizadas;

v" Realizagio de planejamentos de experimentos para compreender as
influéncias dos parametros cinéticos, operacionais e de projeto no processo estudado;

v' Otimizacdo do processo;

v' Implementacdo de algoritmos e estratégias de controle ao reator

biotecnoldgico e a avaliacdo do desempenho dos mesmos.

1.2 Organizacao do trabalho

Este trabalho de mestrado foi dividido em duas partes, onde na primeira parte €
apresentada uma introducdo geral dos processos biotecnoldogicos e os objetivos deste
trabalho (presente capitulo) como também, uma revisdo bibliografica sobre os assuntos com
maior importancia para o desenvolvimento do trabalho (Capitulo II). A segunda parte
(Capitulos III — VI) apresenta a modelagem matematica desenvolvida para representar a

sintese de dcido acrilico a partir de um processo fermentativo.

O Capitulo II apresenta uma revisdo bibliografica sobre a produgcdo quimica e
biotecnoldégica do dcido acrilico. Descreve de forma sucinta o processo de glicdlise, a
tecnologia de células imobilizadas, os beneficios do uso da levedura Saccharomyces
cerevisiae, além de outros itens, como cana-de-actcar e processos fermentativos. Neste

capitulo também, € descrita a modelagem matematica de processos biotecnolégicos, os
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métodos matemadticos freqiilentemente utilizados para resolucdo destes modelos, além de

técnicas para otimizacao e controle de processos.

No Capitulo III é apresentada a modelagem matemadtica da sintese do &4cido
acrilico via processo fermentativo, onde um modelo nao estruturado com células de
Saccharomyces cerevisiae livres foi considerado. Inicialmente, é apresentado a descri¢dao
do modelo, com seus respectivos balancos de massa e taxas reacionais. Para visualizar os
resultados obtidos com o modelo foram realizadas simulacdes, e os perfis de concentragdo
de substrato, produto e biomassa obtidos nestas simulacdes sdo apresentados. Na seqii€ncia
sdo apresentados os planejamentos experimentais realizados para identificar os parametros
cinéticos e operacionais com maior significancia no processo de sintese de dcido acrilico.
Para finalizar o estudo da modelagem matemética da sintese de dcido acrilico com
representacdo nao estruturada e células livres foi realizada a otimizacdo dos parametros
operacionais, através da utilizacdo da metodologia de superficie de resposta e também do
método de programacgdo quadratica sucessiva, onde se procurou encontrar condi¢cdes 6timas

de forma a aumentar o rendimento final de acido acrilico.

O Capitulo IV apresenta a modelagem matematica da sintese de 4cido acrilico via
processo fermentativo, onde foi considerado um modelo ndo estruturado com células de

Saccharomyces cerevisiae imobilizadas.

Nos Capitulos V e VI sdo apresentados modelos estruturados com células de
Saccharomyces cerevisiae livres e imobilizadas, respectivamente, para representar a sintese
de 4cido acrilico. Nestes capitulos serdo apresentadas estratégias de controle aplicadas aos
modelos, com o objetivo de encontrar condi¢des Otimas para que o biorreator consiga

operar de forma eficiente e segura.

Para finalizar, no Capitulo VII serdo apresentadas conclusdes gerais, contribui¢des

deste trabalho e algumas sugestdes para trabalhos futuros.

1.3 Lista de trabalhos apresentados em conferéncias e publicados em revistas
indexadas

Durante o desenvolvimento deste projeto de mestrado, os seguintes artigos foram

desenvolvidos:

v' B. H. Lunelli, E. A. Ccopa Rivera, E. C. Vasco de Toledo, E. R. Duarte,
M.R. Wolf Maciel, R. Maciel Filho and D. P. Stremel. A structured kinetic model for

7
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bioethanol production by fermentation. Trabalho apresentado no 28" Symposium on

Biotechnology for Fuels and Chemicals, 2006, Tennesse, USA.

v B. H. Lunelli, E. C. Vasco de Toledo, E. R. Duarte, M.R. Wolf Maciel and
R. Maciel Filho. A New Process for Acrylic Acid Synthesis by Fermentative Process.

Trabalho apresentado no 28" Symposium on Biotechnology for Fuels and Chemicals, 2006,

Tennesse, USA.

v" E.R. Duarte, R. Maciel Filho, L. Enger, B. H. Lunelli . A non-linear control
strategy of a fixed bed catalytic reactor for bioethanol oxidation. Trabalho apresentado no

28t Symposium on Biotechnology for Fuels and Chemicals, 2006, Tennesse, USA.

v E. R. Duarte, R. Maciel Filho, D. 1. P. Atala, L. Enger, B. H. Lunelli .
Control of an extractive fermentation process to bioethanol production. Trabalho
apresentado no 28" Symposium on Biotechnology for Fuels and Chemicals, 2006,

Tennesse, USA.

v B. H. Lunelli, E. C. Vasco de Toledo, E. R. Duarte, M.R. Wolf Maciel and
R. Maciel Filho. A New Process for Acrylic Acid Synthesis by Fermentative Process.
Trabalho publicado na Applied Biochemistry and Biotechnology. Vol. 137-140, p. 487-
499, 2007.

v' B. H. Lunelli, E. Ccopa Rivera, E. C. Vasco de Toledo, R. Maciel Filho, D.
P. Stremel. Estudo da cinética de um modelo estruturado para sintese de produtos quimicos
a partir da cana-de-acticar. Trabalho apresentado no XVI Congresso Brasileiro de

Engenharia Quimica (COBEQ), 2006, Lorena/SP.

v" B. H. Lunelli, E. Ccopa Rivera, E.C. Vasco de Toledo, R. Maciel Filho and
D. P. Stremel. Study of a structured kinetic model for synthesis of chemical product from
sugar cane. Trabalho apresentado no XVI International Symposium on Alcohol Fuels

(ISAF), 2006, Rio de Janeiro/Brasil.

v B. H. Lunelli, R. Maciel Filho, M. R. Wolf Maciel, E. C. Vasco de Toledo
and D. P. Stremel. A by-product oriented simulator with structured model: application for
acrylic acid production from renewable sources. Trabalho apresentado no 17" European
Symposium on Computer Aided Process Engineering (ESCAPE), 2007,

Bucharest/Roménia.
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v" B. H. Lunelli, R. Maciel Filho and E. Ccopa Rivera. Analysis of kinetic and
operational parameters in a structured model for acrylic acid production through
experimental design. Trabalho apresentado no 29™ Symposium on Biotechnology for Fuels
and Chemicals, 2007, Denver/USA e aceito para publicacdo na Applied Biochemistry and
Biotechnology.

v" E. Ccopa Rivera, A. C. Costa, S. R. Andrietta, B. H. Lunelli and R. Maciel
Filho. Kinetic modelling and parameter estimation in a pseudo-expanded bed tower
bioreactor for bioethanol production. Trabalho apresentado no 29" Symposium on
Biotechnology for Fuels and Chemicals, 2007, Denver/USA e aceito para publicacdo na
Applied Biochemistry and Biotechnology.

v B. H. Lunelli, R. Maciel Filho and E. C. Vasco de Toledo. Biological
production of acrylic acid from sugar cane: deterministic model for process. Trabalho

submetido para International Journal of Chemical Reactor Engineering.

v B. H. Lunelli, R. Maciel Filho and E. C. Vasco de Toledo. Dynamic
modeling of the acrylic acid synthesis from renewable resources. Trabalho apresentado no

European Congress Chemical Engineering (ECCE-6), 2007,Copenhagen/Dinamarca.
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CAPITULO II. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Com o objetivo de modelar, otimizar e controlar o processo de sintese de 4cido
acrilico a partir de um processo fermentativo, este capitulo apresenta uma revisao
bibliografica sobre os assuntos de maior relevancia para o desenvolvimento do trabalho

proposto.

2.1 Cana-de-acucar - fonte de glicose

A cana-de-acucar (Saccharum officinarum) foi introduzida no Brasil pelos
portugueses no inicio do século XV. Ela representou o segundo ciclo econdmico durante a

colonizagdo, apds o declinio do ciclo do pau-brasil (Braunbeck e Cortez, 2005).

O Brasil € o maior produtor de cana-de-agicar, ajudando com isso, o pais a
aumentar suas exportacdes e reduzir sua dependéncia da importagao do petréleo (Carvalho,
2004). E um dos setores mais antigos de extracio, manipulacio e processamento industrial
de biomassa. Os residuos de cana-de-aciicar sio uma das fontes de biomassa mais
importantes e promissoras do mundo e t€ém sido amplamente estudados no Brasil (Bajay e

Ferreira, 2005).

A Tabela 2.1 apresenta uma estatistica da producao de cana-de-actcar e dlcool no
Brasil para o ano de 2007, segundo o Departamento de Cana-de-Actcar e Agroenergia do

Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (DCAA/SPAE/MAPA, 2007).

Tabela 2.1 — Estatistica da producao brasileira de cana-de-actcar e dlcool para 2007

Cana 427.520.294 toneladas
Alcool hidratado 9.828.161 m°
Alcool anidro 8.081.661 m°

Fonte: DCAA/SPAE/MAPA (Posi¢cao em 01/06/2007).

2.2 Fermentacao

Fermentacao € um termo geral que denota a degradacdo anaerdbica da glicose ou
de outros nutrientes organicos em varios produtos para obter energia na forma de adenosina

trifosfato (ATP).
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A quebra anaerébica da glicose é, provavelmente, o mais antigo mecanismo
bioldgico para obten¢do de energia a partir de moléculas orginicas combustiveis, j4 que os
organismos vivos apareceram primeiro em atmosfera destituida de oxigénio. A fermentacao
estd se tornando cada vez mais, parte integrante do desenvolvimento de novos produtos de
alto valor agregado e estd substituindo rotas convencionais para producdo de importantes
produtos quimicos. De modo geral, uma fermentacdo em larga escala compreende as
seguintes etapas (Hoek et al., 2003):

1-  Selecao de organismos, levando em consideracao: versatilidade de substrato;
caracteristicas de formacdo de bioprodutos; robustez do organismo; viabilidade em relagdao
ao reciclo de células; caracteristicas fisioldgicas; acessibilidade genética.

2-  Engenharia celular e metabdlica: melhorar as propriedades do organismo;
introduzir novas funcdes, por exemplo, simplificar a recuperacao do produto.

3- Desenvolvimento de processos fermentativos: otimizagdo da cultura e do
meio; otimiza¢do dos pardmetros de cultivo que consideram a recuperagao e purificacdo do
produto (minimizando a formacdo de bioprodutos e desenvolvendo cultivos em alta
densidade celular); incorporacdo de reciclo e retengao de células.

4-  Introducdo de unidades de processos de downstream com processos de

fermentacao.

Durante um processo fermentativo, ocorre o processo chamado de glicdlise. O
termo glicdlise € usado para descrever o principal caminho da dissimilacdo da glicose 6-
fosfato e, é representada pela rota EMP (Embden-Meyerhof-Parnas) (Thaysen, 2005). As
principais etapas do processo de degradacdo da glicose para formagdo de piruvato sdo
descritas abaixo (Nelson e Cox, 2000) e podem ser visualizadas na Figura 2.1.

1.  Ativacdo da glicose com ATP; isomerizacdo e fosforilizacdo para gerar
frutose-1,6-bifosfato e 2-adenosina difosfato (ADP);

2. Cisdo da frutose-1,6-bifosfato para gerar uma molécula de triose-fosfato;

3. Oxidagdo de 3-fosforogliceraldeido com reducdo de nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD) e absorcdo de fosfato inorganico, resultando na formacdo de uma
ligacdo de “alta energia” em 1,3-bifosfoglicerato;

4.  Transferéncia de uma molécula de fosforo (P) de 1,3-bifosfoglicerato para

ADP;
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5. Isomerizacdo de 3-fosfoglicerato, seguido de desidratacio para formar
fosfoenolpiruvato;
6.  Transferéncia de uma molécula de (P) de fosfoenolpiruvato para ADP e a

formacao de piruvato e ATP.

GLICOSE

ATP
op

Glicose 6fosfato

Frutose 6-fosfato

ATP
ADP

Frutosze 1,6-bifosfato

HAD"™ HADH

+F; +H*
Gliceraldeido 3fosfato #, 1,3-Difosfoglicerato
ADP
ATP

3-fosfoglicerato
2-Fost ojicerato

Fosfoenclpiruvato

ADP
ATP

PIRUVATO

Figura 2.1 - Etapas de degradacdo da glicose (Embden-Meyerhof-Parnas)
(Thaysen, 2005)

7z

Durante a glicélise, parte da energia existente na molécula é conservada nas
moléculas de ATP, enquanto a maior parte permanece nas moléculas do produto, o

piruvato. A equacao global final para a glicélise é (Nelson e Cox, 2000):
Glicose+2NAD" +2ADP + 2P, — 2 piruvato+ 2NADH +2H" + 2ATP +2H,0  (2.1)

Para cada molécula de glicose degradada a piruvato, duas moléculas de ATP sao
geradas a partir de ADP e P;. A equacdo poderé ser dividida em dois processos:

1. A conversdo da glicose em piruvato, que € exotérmica:
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Glicose+2NAD" — 2 piruvato+2NADH +2H "

, (2.2)
AG, =—146kJ | mol

2. A formacgdo de ATP a partir de ADP e P;, que € endotérmica:

2ADP +2P. —2ATP +2H,0

. (2.3)
AG = 61kJ] | mol

A excecdo de interessantes variacdes encontradas entre as bactérias, o piruvato
formado pela glic6lise pode tomar trés rotas catabodlicas alternativas.

1. O piruvato é oxidado, com perda de seu grupo carboxila em CO,, para
liberar o grupo acetil da acetil-CoA, a qual € entdo, totalmente oxidada a CO, pelo ciclo do
acido citrico. Os elétrons originados dessas oxidagOes sdo passados para o O, por meio de
uma cadeia de transportadores na mitocondria, formando H,O. A energia liberada nas
reacoes de transferéncia de elétrons permite a sintese de ATP nas mitocondrias.

2. A segunda rota para o metabolismo do piruvato € a sua redugdo a lactato
através da chamada via de fermentacao do 4cido lactico.

Quando os tecidos animais ndo podem ser supridos com oxigénio suficiente para
suportar a oxidacdo aerébica do piruvato e do NADH produzidos na glicélise, o NAD" é

regenerado a partir do NADH pela reducio do piruvato a lactato. A redugdo do piruvato é

catalisada pela enzima lactato desidrogenase que forma lactato, conforme reacdo abaixo.

LDH
CH—C—COOH ——r CH—CH—COOH

NADH NAD+

0 OH
|

Um grande nuimero de microrganismos fermenta a glicose e outras hexoses até
lactato.

3. A terceira grande rota do metabolismo do piruvato leva ao etanol. Em alguns
tecidos vegetais e em certos invertebrados, protistas e microrganismos, o piruvato é
convertido anaerobicamente em etanol e CO,, um processo chamado de fermentacdao
alcoolica, fermentacdo do etanol ou simplesmente fermentacdo do dlcool (Nelson e Cox,

2000).
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2.3 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae € um microrganismo simples, unicelular e € o pioneiro
entre os microrganismos. Ele foi o primeiro microrganismo a ser “domesticado” para a
producdo de alimentos; observado microscopicamente; descrito como um agente de
transforma¢do bioquimica vivo (por Louis Pasteur); usado como hospedeiro para a
producdo da primeira vacina recombinante (contra a hepatite B) e a primeira enzima de
alimento; usado para revelar a seqiiéncia completa de nucleotideos de um genoma

eucaridtico (Pretorius et al., 2003).

Saccharomyces cerevisiae é geralmente, considerado um microrganismo robusto,
tolerante a meio acido e, é bem aceito em processos industriais. Quando Saccharomyces
cerevisiae participa do processo, o maior fluxo do metabolismo do piruvato € para a
formacdo de etanol pelo caminho do piruvato descarboxilase e dlcool desidrogenase.
Através de uma rota alternativa para regenerar NAD", através de lactato desidrogenase que
catalisa a reducao de piruvato para lactato, € possivel teoricamente, substituir a fermentagcao

alcodlica pela fermentagdo homoléactica (Skory, 2003).

Atualmente, € o microrganismo responsivel pela producdo dos quatro maiores
produtos (em termos de produ¢do mundial de toneladas/ano) obtidos por fermentacao, isto
€, 60 milhoes de toneladas de cerveja, 30 milhdes de toneladas de vinho, 800.000 toneladas
de proteina de uma tnica célula (do inglés — Single Cell Protein - SCP) e 600.000 toneladas
de fermento de padaria. Entretanto, pode-se dizer que no futuro, Saccharomyces cerevisiae
pode tornar-se um importante microrganismo para a produ¢do de produtos biotecnoldgicos

de alto valor agregado e de baixo volume (Pretorius et al., 2003).

2.4 Células imobilizadas

A imobilizacdo de células € um termo utilizado quando as células, por métodos
naturais ou artificiais, sdo impedidas de se mover livremente em todas as partes da fase
aquosa. A escolha do método de imobilizagdo e do tipo de suporte depende das
caracteristicas peculiares do microrganismo e das condi¢cdes de uso do sistema. Contudo, o
processo de imobilizacdo deve ser realizado sob condi¢des suaves de forma a manter a

estrutura do biocatalisador (Fregonesi, 1998).
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A tecnologia de enzimas ou células imobilizadas pode ajudar no futuro para
integrar bioprocessos com processos de downstream, com o objetivo de aumentar a

produtividade e reduzir o custo de recuperagao do produto (Bianchi et al., 2001).

Os biocatalisadores imobilizados estdo sempre na competicdo com o0s naturais.
Para saber qual das duas formas (livres ou imobilizados) € preferivel para um determinado
processo, € necessdrio que seja feito primeiramente, uma anélise detalhada do processo. No
caso de enzimas baratas, soliveis e altamente ativas, a imobilizacdo raramente € vidvel. A
natureza dos substratos também tem uma grande importancia na decisdo de usar células ou
enzimas (biocatalisadores) livres ou imobilizadas. Somente se o substrato forma uma
solucdo “limpa” e tem baixo peso molecular, células imobilizadas poderdo ser empregadas
sem a preocupacdo de gerar problemas. As razdes para isso sdo que, a turbidez complica a
separacdo do biocatalisador imobilizado das particulas de substrato e, essas grandes
moléculas de substrato, por causa de sua relativa imobilidade, sdo mais facilmente
convertidas por células livres do que por células imobilizadas (Fregonesi, 1998). Alguns
métodos de imobilizagdao de células e enzimas podem ser obtidos em Gerbsch e Buchholz

(1995).

O aumento da produtividade em sistemas com células imobilizadas se deve ao fato
do processo de imobilizacdo aumentar substancialmente a densidade da populacdo (Yu et
al., 2007). Segundo Rychtera et al. (1987 apud Yu et al., 2007), as células imobilizadas
podem reter atividade enzimética por um longo tempo, devido a diferentes composicdes das
células (proteinas, lipidios, 4cido ribonucléico (do inglés — Ribonucleic Acid - RNA), acido
desoxirribonucléico (do inglés — Deoxyribonucleic Acid - DNA) e substancias inorganicas)

comparadas com células livres.

2.5 Acido Acrilico

z

O 4cido acrilico é um liquido incolor que desprende um odor irritante a
temperatura e pressao ambiente (25°C e 1 atm), seu ponto de fusdo € 14°C e o de ebulicao
141,0°C. E miscivel em 4gua e na maior parte de solventes organicos. Polimeriza-se

facilmente na presenca de oxigénio.

Acido acrilico € usado como um precursor para uma grande variedade de produtos
quimicos na industria téxtil e de polimeros. Ele € utilizado principalmente, como matéria-

prima na producdo de ésteres acrilicos e como mondmeros para dcidos e sais poliacrilicos.
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Também ¢é utilizado no recobrimento de superficies, téxtil, adesivos, tratamento de papel,
polimentos, couro, fibras, detergentes e materiais superabsorventes (Brockinton et al.,

1986; Alba, 1999).

O 4cido acrilico é um produto quimico com uma capacidade de producdo anual
estimada de 4,2 milhdes de toneladas métricas, o qual se encontra aproximadamente na 25"

posicdo na lista de produtos quimicos organicos (Weissermel e Arpe, 2003).

Em 1843, Redtenbacher relatou a primeira sintese do &4cido acrilico. Isto foi
realizado através de uma oxidag¢do de acroleina e ar. Cem anos mais tarde a primeira
producdo comercial do acido acrilico foi desenvolvida usando o acetileno como matéria-
prima. Existem varios caminhos para a producao de 4cido acrilico, mas o mais comum € via
a oxidacao parcial do propileno. O processo para producdo de 4cido acrilico ocorre em duas
etapas, onde primeiramente o propileno é oxidado a acroleina e em seguida, a acroleina é
oxidada a 4cido acrilico. Posteriormente, o 4cido acrilico € purificado, atingindo 99% de
pureza. Cada etapa da reacdo, geralmente, usa diferentes catalisadores e diferentes
condi¢cdes de operacdo (Kurland e Bryant, 1987). A estequiometria da reagcdo € apresentada
abaixo.

CH,+0, - C,H,O+H,O

. 2.4)
Acroleina

C.H,0+10, >C,H,0,
2 (2.5)
{

Acido acrilico

Neste processo, o dcido acrilico € obtido na forma de solu¢des aquosas diluidas

contendo cerca de 10% a 50% (em massa) de acido acrilico (Chubarov et al., 1984).

O processo de producdo de 4cido acrilico a partir do propileno é apresentado na

Figura 2.2.
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Figura 2.2 - Diagrama para a producdo quimica de dcido acrilico (Felder e Rouseau, 1986)

A produgdo biotecnologica do acido acrilico tem despertado cada vez mais
interesse de pesquisadores, pois, as opg¢des industriais relevantes para a conversdo de
biomassa em dcido acrilico e acrilatos serdo importantes para a utilizagao eficiente de

fontes renovéaveis e para a redu¢do da dependéncia do petréleo.

A Figura 2.3 apresenta diferentes rotas para obtencdo de 4cido acrilico por
processo fermentativo. A rota mais direta € via lactato. Formacdo anaerdbica de acido
acrilico é encontrada no caminho de reducdo direta de acido lactico pelo microrganismo
Clostridium propionicum. Esta conversdo é uma reacdo de desidratacdo. H4 diversos
problemas com a producdo de acrilato através deste caminho. Primeiramente, um ter¢o do
lactato ndo conduz ao acrilato, porque é convertido em acetato e em CO,. Sem esta
conversdo para acetato, nenhum ATP para o crescimento e manutencdo € gerado (Straathof
et al., 2005). Entretanto, a concentracao de acrilatos nunca excede 1% da concentracido de
substrato inicial (Akedo et al., 1983). Esta baixa producdo € devido a inibicdo do
crescimento de novas células, ocasionado pela formacdo de componentes como
ferrodoxina, rubredoxina e flavodoxina. O acido 3-butindico tem uma estrutura similar ao
acido acrilico e a hipdtese do uso deste 4cido, seria que este poderia inibir a atividade
enzimatica de propanoil-CoA desidrogenase a fim de que a enzima Acriloil-CoA ndo seja

metabolizada e acido acrilico € formado (Straathof et al., 2005).
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Figura 2.3 - Caminhos metabdlicos hipotéticos para biossintese de dcido acrilico a partir de
acucares (Straathof et al., 2005)

Danner et al. (1998), mostraram que a adi¢do de diferentes e baixas concentragdes
de 4cido 3-butindico, apés 20 horas de fermentacdo nao influenciava na formacdo de
acetatos nem acrilatos, enquanto que favorecia a reducdo na formagdo de propionatos, 0
que indicava que o 4cido 3-butindico pode ser considerado um bloqueador apropriado da

reacdo enzimdtica do propanoil-CoA desidrogenase.

O 4cido acrilico, normalmente, ndo é o produto final do metabolismo do processo
enzimatico. No entanto, as seguintes estratégias poderiam ser seguidas para se obter altas
concentracdes de 4cido acrilico (Danner et al., 1998):

v" A produgdo biotecnolégica via fermentagdo do dcido ldctico a partir de
biomassa, concentra¢do do produto, purificacdo e, finalmente, conversao quimica de acido
lactico a acido acrilico;

v' Conversdo via fermenta¢do convencional de substratos complexos para
acido lactico por meio de Lactobacillus, Bacillus ou Streptococus. Conversdo de 4cido
lactico para acido acrilico por reducgao direta modificada, via fermentagao com Clostridium
propionicum. Este microrganismo tem demonstrado a conversdo de 3 moles de 4cido
lactico para 1 mol de acetato e 2 moles de propionato, via Acriloil-CoA por redugido direta.
Normalmente, os acrilatos sdo produzidos somente depois de bloquear o caminho da

reducao direta (formagao de propionato);
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v" Outro método seria seguindo a estratégia citada anteriormente, com a
insercdo de um gene de Lactoil-CoA desidratase dentro da bactéria do acido lactico ou
dentro do microrganismo;

v' Conversdo direta dos substratos complexos para dcido propidnico, com
cultivo de Lactobacillus e Propionibacterium shermanii e conversiao de propionato a dcido
acrilico com Clostridium propionicum. Nesta rota, as taxas de conversao de propionato para
acido acrilico podem atingir valores maiores que 18,5% (O’Brien et al., 1990);

v Reducdo de L-alanina para lactato, via formacdo de piruvato ou da
fermentacdo de lactato para dcido acrilico com Clostridium propionicum, via redugdo direta
bloqueando a desidrogenase e inserindo a hidrogenase para evitar a formacgdo de agentes,
como por exemplo, ferrodoxina. Neste caso, o microrganismo conduzird principalmente a

formacao de acido acrilico.

Portanto, ainda ndo se tem um conhecimento claro de como obter altos
rendimentos de dacido acrilico a partir de agucares. Para um processo fermentativo
economicamente competitivo, o rendimento molar de dcido acrilico a partir de actcares
deve ser preferivelmente quantitativo. Usando glicose como fonte de aguicar, a

estequiometria desejada é (Straathof et al., 2005):

glicose — 2 acrilato + 2 dgua (2.6)

Um ponto de partida para minimizar o custo de um processo para producdo de
acido acrilico a partir de agucar seria o desenvolvimento de um tunico biocatalisador para
todo caminho, a partir da glicose até 4dcido acrilico. Uma quantidade adicional de glicose
pode ser usada para o crescimento celular, mas essa quantidade deve ser relativamente
pequena. De preferéncia, o caminho de formacdo de acido acrilico gera todo o ATP
necessario para o crescimento € manutengdo, ndo necessitando de um caminho adicional
para geracdo de ATP. A conversdo de agucar para piruvato geralmente, gera um ATP por
piruvato. Assim, as rotas subseqiientes a partir de piruvato para dcido acrilico ndo
necessitam gerar ATP, mas nenhum deles consome o ATP gerado pela formacdo de

piruvato (Straathof et al., 2005).
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2.6 Modelagem e Simulacao de Processos

Modelos matematicos sdo usados na ci€ncia para captar experiéncias e
conhecimentos para aplicar em diferentes propdsitos. Uma importante aplicacdo de
modelos € para testar ou validar hip6teses. Pela andlise de discrepancia entre os modelos e
pelo sistema que eles representam € possivel estender o modelo para outras aplicacdes ou
desenvolver um novo modelo e validar o modelo através do uso de dados do sistema
obtidos por planejamento de experimentos ou a partir de medidas prévias do

comportamento do sistema (Thaysen, 2005).

Segundo Secchi (1995) para o desenvolvimento da modelagem de um processo
deve-se considerar:

v' Descrigio do processo e definicio do problema: talvez a parte mais
importante para andlise de um processo, seja o conhecimento dos fendmenos que o
envolvem e o que se deseja conhecer de suas causas e efeitos, ainda que ndo seja possivel
estabelecer regras para a definicdo do problema;

v' Teoria e aplicagdo das leis fundamentais: defini¢cdo da teoria que governa os
seus fendmenos. Esta teoria estd geralmente disponivel em uma variedade de fontes
publicadas ou ndo. Para casos isolados, onde ndo existe teoria disponivel, € interessante
postular uma ou vdrias e posteriormente testar sua validade através da comparagcdo da
solucdo do modelo matematico com resultados experimentais;

v' Equacionamento: escrever a teoria em simbologia matematica;

v" Considerag¢oes do modelo;

v" Consisténcia: verificar se o ndmero de equagdes é igual ao nimero de
varidveis a determinar (graus de liberdade igual a zero), isto € muito importante em
sistemas complexos e grandes;

v" Solugio desejada: uma consideragdo das solugdes requeridas do modelo é
um processo necessdrio antes de suas obten¢des propriamente ditas;

v/ Matemdtica e computacdo: a natureza das equacdes do modelo é que
determina o método para a obtengcdo da solucdo a ser selecionada, seja ele analitico,
numérico ou por inspecao;

v" Solugdo e validagdo: verificar as solugdes obtidas do modelo matematico,

através de comparagdes com dados experimentais ou julgamentos de engenharia.
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Segundo Schmidell e Bonomi (2001), para a modelagem de um processo
microbiano, se deve também, analisar os principais fendmenos que caracterizam as
interacdes: populagdo microbiana — meio ambiente — tipo de processo fermentativo,
conforme descri¢ao abaixo.

v" Influéncia da “histéria” da populagdo microbiana no processo (fase lag e de
adaptacdo, mutagdes, perda de viabilidade entre outros);

v" Influéncia da composi¢do do meio de cultivo nas velocidades de crescimento
ou de producdo da populacdo microbiana;

v" Consumo de substrato para crescimento e também, na maioria dos casos,
para manuten¢do da viabilidade celular;

v' Geragdo de produtos associados ou nio ao crescimento celular;

v' Transferéncia de substrato do meio para o interior das células e de produtos
da célula para o meio;

v' Velocidade de respira¢do em processos aerébios;

v' Tipo de processo;

v' Influéncia das varidveis fisico-quimicas no processo;

v" Influéncia das varia¢Ges na sintese dos componentes celulares;

v" Homogeneidade ou heterogeneidade do processo;

v' Influéncia das condigdes operacionais na morfologia da populacéo

microbiana.

2.6.1 Modelagem de Processos Biotecnolégicos

Roels e Kossen (1978) apresentam uma perspectiva sobre os vdrios tipos de
modelos usados em processos microbianos, os quais estdo relacionados na Tabela 2.2.
Através desta Tabela, pode-se perceber a variedade de modelos que podem ser usados para
a representacdo matemadtica de processos fermentativos (biotecnoldgicos). Porém, nesta
revisdo serdo descritos apenas os modelos estruturados e ndo estruturados, os quais se

enquadram nos objetivos do trabalho desenvolvido.
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Tabela 2.2 - Tipos de modelos usados em processos microbianos

MODELOS
Deterministico Estocéstico
N3ao estruturado Estruturado
Distribuido Segregado
Descritivo Preditivo

Caixa preta

Caixa cinzenta

Continuo

Discreto

Parametros concentrados

Parametros distribuidos

Em relacdo aos modelos estruturados e ndo estruturados Fredrickson (1970 apud

Bailey, 1998), introduziu uma classificacdo para representar matematicamente a populacio

celular utilizando estes dois termos (estruturado e nao estruturado), além da introdugdo dos

termos, segregado e ndo segregado. Esta classificacdo proposta por Fredrickson pode ser

visualizada na Figura 2.4. Ele introduziu o termo segregado para indicar de forma explicita

a presenca de individuos heterogéneos em uma populacdo celular, e o termo estruturado

para designar a formulagdo, onde o material celular é composto de multiplos componentes

quimicos.
Nao Estruturado Estruturado
o Caso mais idealizado; Descricao celular média
'cgso Populacgdo celular tratada como multicomponente
o um tnico componente
bn .
2 Crescimento balanceado
o <
o] . ~
Z. (aproximagao)
Aproximagio|celular | Aproximagiol celular

ke
g Crescimento balanceado
0') d
5 ni ) i
2 Unico componente: (aproximagao) Multicomponente

Células individuais Descrigao da

heterogéneas ‘ heterogeneidade de célula por célula

Figura 2.4 - Classificacdo dos modelos matemadticos para representacdo da populacao

celular (Fredrickson, 1970 apud Bailey, 1998)
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Em estudos tradicionais de processos fermentativos, metabdlitos extracelulares
(como substrato e produto) tem sido medidos, como também a concentracdo de biomassa.
Os modelos que podem ser formulados baseados nestes tipos de medidas sao altamente nao
estruturados e sua aplicagdo para a interpretacdo da fisiologia celular e predi¢do do

comportamento celular de diferentes condi¢des de cultivo é completamente limitada.

Os modelos ndo estruturados constituem uma classe de modelos sem preocupacdo
da descricdo da estrutura da populacdo a ser modelada. No caso de uma populagcdo
microbiana, a composi¢ao ou qualidade da biomassa nao € levada em consideracdo. Estes
modelos incluem as observacdes mais fundamentais dos processos de crescimento
microbiano: a taxa de producdo de massa celular € proporcional a concentracdo de
biomassa; existe um limite de saturacdo para a taxa de crescimento para cada substrato; as
células necessitam de substrato e podem sintetizar produtos quando elas ndo crescem
(Montesinos et al., 1995). Este tipo de modelo ndo reconhece nenhuma estrutura interna da
c€lula, também ndo difere entre as formas celulares, as quais sdo evidentes em culturas

celulares, animal e vegetal e que podem ser importantes caracteristicas de certas culturas.

Modelos ndo estruturados sao geralmente mais tratdveis do ponto de vista
matemdtico e mais facilmente verificdveis experimentalmente. De certa forma, estes
modelos sdo mais preferiveis onde sua precisdo e descricdo do sistema sejam adequadas a

uma determinada aplicacgdo.

A equagdo de Monod, para o crescimento de microrganismo limitado pelo
substrato é um exemplo de um modelo ndo estruturado bem sucedido. Em geral modelos
nao estruturados podem ser considerados como uma boa precisdo em dois casos: quando a
composi¢do dos organismos ndo € relevante ao aspecto do sistema, ou quando ela €
independente do tempo, isto €, em crescimento balanceado (Fredrickson, 1970 apud Bailey,
1998). Quando a composicao celular e/ou a morfologia da cultura celular sdo importantes e
as varidveis fortemente dependentes do tempo, a solucdo € o uso de modelos estruturados
que incluem os principais aspectos da estrutura e da fisiologia microbiana para a descri¢ao
matemadtica do metabolismo dos microrganismos (Nielsen e Villadsen, 1992). Seguindo os
avangos das técnicas analiticas, medidas das concentragdes de metabdlitos intracelulares e
as atividades de enzimas intracelulares t€m possibilitado a formulacdo de modelos mais

estruturados, que tem aumentado a possibilidade para interpretacdo e predi¢do da fisiologia

celular (Gombert e Nielsen, 2000).
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De acordo com Harder e Roels (1982) a importincia de se construir modelos
estruturados, reside no fato de que estes se tornam mais significantes, exatamente onde os
modelos ndo estruturados, como por exemplo, Monod falham. Isto particularmente, se
aplica no estado transiente, para culturas em batelada, batelada alimentada ou continua.
Apesar da complexidade dos fendmenos envolvidos, o mais importante € que o modelo

estruturado seja tdo simples quanto possivel.

Os modelos estruturados contém uma grande quantidade de parametros que
tornam complicada sua manipulagdo com vistas a aplicacao na biotecnologia. A classe dos
potencialmente uteis € formada por uma simples extensao da aproximagao ndo estruturada,
onde a quantia e propriedades da biomassa sdo especificadas por duas ou trés varidveis e,
sao chamados modelos a dois ou trés compartimentos. Eles combinam uma descricao
melhor do comportamento do sistema com complexidade matemadtica razodvel e um
numero suficiente de parametros para permitir a verificagdo experimental. Exemplos destes
modelos sdo cada vez mais freqiientes na literatura, contudo, algum grau de dificuldade €
inerente e se ndo considerada pode levar a erro na formulagdo da modelagem (Fredrickson,

1976).

2.7 Métodos matematicos utilizados para a resolucao dos modelos

Para resolu¢do das equacdes diferenciais parciais dos modelos optou-se por usar o
método dos residuos ponderados (MRP), por ser um método eficiente e de rdpida resolugdo.
O método dos residuos ponderados pode ser aplicado para resolver equagdes integrais
diferenciais. Nesse método, a funcdo de densidade de populacdo € aproximada por uma
combinacdo linear de funcdes de base. Os pesos do método sdo determinados pela
substitui¢do da equacdo total do método no balanco de populacdo para definir um residuo.

A maneira como o residuo € minimizado determina o tipo de MRP utilizado.

A 1déia dos residuos ponderados € forcar que os residuos sejam ortogonais a um
conjunto escolhido de fungdes de peso. Um caso particular do método dos residuos
ponderados € o método de colocacdo, que forca os residuos a serem nulos em pontos (Li)

selecionados: os chamados pontos de coloca¢do (Rawlings et al., 1993).

Para resolu¢do das equacdes diferenciais ordindrias foi usado o método de Runge-

Kutta 4 ordem.
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2.71  Método de Colocacao Ortogonal

No método de colocagdo ortogonal, as varidveis envolvidas sdo expandidas em
termos de uma func¢do tentativa polinomial e as equagdes diferenciais parciais (EDP) sao
satisfeitas nos pontos discretos ou pontos de colocacio os quais resultardo num conjunto de
equacgOes diferenciais ordindrias (EDO). Estas EDQO’s sdo expressas, normalmente, em
termos do valor da solu¢do nos pontos de colocacao e, a colocacio ortogonal pode ser feita
em uma das duas ou em ambas as dire¢des espaciais do modelo matemético (Vasco de

Toledo, 1999), no caso deste trabalho, radial e axial.

No método de colocacdo ortogonal, desenvolvido por Villadsen e Stewart (1967),
para problemas de condi¢dao de contorno, a solu¢cdo aproximada € especificada como uma
série de polindmios ortogonais que satisfazem as condi¢des de contorno, sendo os pontos

de colocacdo como as raizes de um desses polindmios.

Finlayson (1980), Pinto e Lage (1997) apresentam um tratamento diditico do

método, o qual serd apresentado abaixo.

Uma grande simplificacio pode ser obtida quando a solucdo aproximada é
desenvolvida em termos do valor da solug@o nos pontos de colocagdo e ndo em termos dos
coeficientes da solu¢do aproximada, expressa por:

N

y(x)= Sa;y;(x) 2.7
i=1

onde, yi(x) sdo conhecidas como fun¢des posi¢ao.
Rearranjando e resolvendo para (a;), obtemos:
N
—1
a =X [yi (xj )] [y(xj )] (2.8)

i=1

Deste modo, se o valor da solu¢do é conhecido em N pontos, entdo os coeficientes

(a;) sdo determinados e a solugdo para qualquer ponto (x) € calculada.

Para resolver uma equacao diferencial que inclui derivadas de (y) como também se
diferenciarmos uma ou duas vezes a equagdo (2.7), por exemplo, e avaliamos os resultados

nos pontos de colocagdo, temos:
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y'(‘xj)zzaiy;(‘xj) (2.9)

V)= ayi(x;) (2.10)

ou na forma matricial:

i s' s'N | o
b, )= Ml ] (2.12)

—| e : (2.13)

yi)] Dity) vl ()] a,

[y () =1y, G M, ] (2.14)

Como os coeficientes (aj) podem ser expressos em termos dos valores da solugao
nos pontos de colocacdo [y(x;j)], as derivadas também podem. Em um ponto de colocagdo
particular, necessdrio para o residuo, a derivada € expressa em termos da solu¢do em todos

os pontos de colocacdo.

3 ()= 3 I e T DG )y (v)) 2.15)

i,k=1

[ GO )l () (2.16)

-

y(x)=

i,k=1

.
I

Portanto, os resultados das derivadas podem ser escritos da seguinte forma:

vl )= A,() (2.17)
y")= 3 Buy(x) (2.18)
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As matrizes A e B sdo conhecidas, uma vez estabelecidas as funcdes de
aproximacao e os pontos de colocagcdo. Assim, as derivadas em qualquer ponto de
colocagdo sdao expressas em termo dos valores das funcdes nos pontos de colocagao,

reduzindo o problema num conjunto de equacdes matriciais.

A aplicacio do método de colocacdo ortogonal para solucdo de equagdes
diferenciais parciais envolve o uso dos seguintes conceitos:

1. Polinémio ortogonal;

2. Avaliagdo das integrais definidas pelo uso de quadraturas;

3. Método dos residuos ponderados e colocacao ortogonal.

1. Polinomios ortogonais

Duas fungdes g,(x) € gm(x) selecionadas de uma familia de funcdes {gi(x)}, s@o
ditas serem ortogonais com respeito a uma funcdo peso positiva W(x) sobre o intervalo

fechado [a,b], se:

j‘W(x)gn (x)gm (x)dx =0 n#m (2.19)

a

m (2.20)

S
I

W, ()P dx >0

Se as duas equagdes acima se conservam para todo (n), entdo as funcodes {gi(x)}

constituem um conjunto de condi¢des ortogonais.

Uma caracteristica importante dos polindOmios ortogonais, € que qualquer

polindmio arbitrdrio de grau n, com coeficientes reais, conforme equacdo abaixo,

£u,(x)= Tap’ (2.21)
=0

pode ser representado por uma combinacdo linear de qualquer das familias de polindmios

ortogonais, conforme a seguinte expressao:

fulx)= £biF () (2.22)

onde, F; € um polindbmio de grau (i) de qualquer uma das familias de polindmios

ortogonais.
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2. Quadratura Gaussiana

A aproximagdo numérica de uma integral definida pode ser representada pela

expressao abaixo, conhecida como uma quadratura gaussiana.

(2.23)

—
=
B
=
It
M=

=
=
=

a i=0

onde, w; sdo os N+ pontos positivos dados aos N+1 valores da fungao f(x;).

Se x; e w; ndo sdo fixos, entdo existem 2N+2 parametros, os quais podem ser

usados para definir um polindmio de grau 2N+1.

Pode ser demonstrado que se f{x) € um polindmio de grau 2N+1, entdo a integral
torna-se exata quando N+/ pontos (xj), nos quais a fungdo f(x) e os pesos devem ser
avaliados, s@o tomados como as raizes de polindmios ortogonais de grau N+ sobre o

intervalo [a,b].

Todas as raizes de qualquer polindbmio de um conjunto de polindmios ortogonais

sS40 unicas e reais.

Uma forma mais geral da equacdo anterior (2.23) pode incluir uma func¢do

ponderadora W(x):

—
=
=
g
=
S
I

M=
=
<
=

(2.24)

" i=0
Para cada funcao ponderadora W(x) escolhida, diferentes conjuntos de peso (w;) na

quadratura sdo obtidos.

Quando a funcdo ponderadora W(x) toma a forma da fun¢do ponderadora usada na
defini¢ao do polindmio ortogonal correspondente, as expressdes obtidas para computar os
pesos {w;} da quadratura sdo chamadas de quadratura Gauss-Jacobi, Gauss-Legendre,

Gauss- Chebyshev e Gauss-Hermite.

3. Método dos residuos ponderados e colocagdo ortogonal

A utilizacdo dos MRP resulta na obten¢ao de uma solu¢@o aproximada em termos
de séries de funcdes conhecidas, chamadas de fungdes-tentativa. De uma forma geral, o
método parte da expansdo em um numero arbitrario de termos da solucdo desconhecida,
como uma combinacdo linear das fungOes-tentativa com coeficientes a determinar. A

solucdo aproximada proposta é substituida na equacdo diferencial, produzindo assim um
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residuo. Fazendo com que a média ponderada deste residuo se anule no dominio de
interesse, criam-se as condicdes para a determinagdo dos coeficientes arbitrados na solugdo
proposta. Esta metodologia basica € seguida por todos os métodos agrupados como MRP.
A diferenciacdo entre eles serd dada pelo critério de escolha da ponderagdo utilizada na

determina¢do da média do residuo, através da equacdo da quadratura:

}W(x) f(x)dx=0 (2.25)
0

Escolhendo f{x) como sendo o residuo, ou seja,

f(x)=Res(a,r) (2.26)

onde, a expressao do residuo € gerada pela aplicacdo da solucdo de aproximacao dentro da

equacao diferencial.

A solucdo exata requer que os parametros ou os coeficientes (a) sejam escolhidos
tal que o residuo seja zero sobre todo o intervalo de integracdo e que também satisfaca as

condic¢des de contorno.

O método de ponderacdo de colocacdo propde simplesmente que o vetor residuo
seja anulado em alguns pontos do intervalo de defini¢do do problema, o que € equivalente a

obrigar que a equacao original seja satisfeita nestes pontos com a solu¢do aproximada.

Para modelos de estado estaciondrio, na qual dispersdo axial ndo € normalmente
considerada, a varidvel espacial radial é discretizada e as equacdes, agora um sistema de
EDQ’s, podem ser integradas ao longo da direcdo axial. Se dispersdo axial € incluida,
colocagdo ortogonal pode ser aplicada em ambas as direcdes radial e axial, a chamada
colocacdo dupla e as equacdes do modelo sdo transformadas dentro de um sistema de
equagdes algébricas ndo-lineares. Para simulacdo do comportamento dinadmico ha
necessidade da aplicacdo da colocacdo dupla, transformando o modelo num conjunto de
EDOs, as quais sdo integradas no tempo, através do uso do método das linhas (Vasco de

Toledo, 1999).

2.7.2  Método das Linhas

O método das linhas consiste na discretizacdo parcial de uma equagado diferencial
parcial, na qual todas as coordenadas menos uma sao discretizadas. A coordenada que ndo é

discretizada deve aparecer apenas como uma derivada primeira, isto €, a equacgdo
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diferencial parcial € de primeira ordem em relacdo a esta coordenada. Assim, um sistema de

equacoes diferenciais ordindrias € o resultado da discretizacdo parcial (Pinto e Lage, 1997).

2.7.3 Método de Runge-Kutta

O método de Runge-Kutta é um método classico de fécil resolugdo e
suficientemente preciso para resolu¢do de problemas que envolvem equacdes diferenciais

ordindrias.

Um dos métodos de Runge-Kutta mais usado é o método de quarta ordem. Esse
método envolve uma média ponderada dos valores de f{#, y) tomados em diferentes pontos

de intervalo (t, <t <_t,41), € é dado por:

h
Yn+l = Yn +g(knl +2kpn +2k,3 +kn4)
kn] :hf(tn’yn)

ko =hf|t, +%h, v, +%hk,ﬂj (2.27)

kn3 = /’lf(tn +%h, Yn +%hkn2j

kpa = hf(tn +h,y, +hkn3)

2.8 Planejamento Experimental

Planejamento experimental vem sendo muito usado para avaliar e otimizar
processos industriais, pois € uma ferramenta que busca facilitar o estudo de um sistema,
diminuindo a quantidade de experimentos necessarios para obtencio de informacdes sobre

0 comportamento do mesmo.

Segundo Box e Hunter (1987), o planejamento experimental fatorial facilita a
elaboracdo de modelos, interagindo os dados, fazendo comparacdes, buscando

similaridades, diferencas e tendéncias.

Quando se necessita investigar um grande nimero de fatores a fim de estabelecer
aqueles mais importantes, emprega-se um projeto que permita verificar os efeitos principais
do maior nimero possivel de fatores com um menor nimero de observagdes. Tais projetos
sdo chamados projetos saturados, porque toda a informac¢do € usada para estimar os efeitos
principais, nao restando graus de liberdade para estimar os efeitos de interagdo e as vezes,

nem o erro experimental. Embora em um planejamento saturado com N ensaios seja

31



CAPITULO III - MODELAGEM MATEMATICA
Modelagem e Controle da Sintese do Acido Acrilico via Processo Fermentativo

possivel estudar até N-1 fatores, sempre € conveniente escolher um nimero menor, para
que as colunas ndo utilizadas facam um papel de varidveis inertes e possam ser empregadas
para estimar o erro associado aos contrastes (Barros Neto et al., 1996). Um exemplo deste
tipo de planejamento saturado é o planejamento de Plackett-Burman. Detalhes sobre o

planejamento de Plackett-Burman podem ser obtidos em Plackett e Burman (1946).

2.9 Otimizacao de Processos

Na seqiiéncia serd apresentada uma revisao sobre técnicas de otimizacao, baseada

nos trabalhos de Vaz (2006) e Himmelblau et al. (2001).

A solucdo de problemas de otimizag@o envolve vdrios aspectos matematicos. Nem
todos os problemas podem ser determinados ou analisados quantitativamente. Cada
problema de otimizagao contém trés categorias essenciais:

1. pelo menos uma fun¢do objetiva para ser otimizada;

2. restri¢Oes de igualdade;

3. restri¢des de desigualdade.

Nenhum método ou algoritmo de otimizagao pode ser aplicado eficientemente para
todos os problemas. O método escolhido para algum caso particular depende
primeiramente:

1. do caréter da funcdo objetivo e seu conhecimento explicito;

2.  danatureza das restricoes;

3. do numero de varidveis dependentes e independentes.

Problemas de otimizagdo estdo interessados em encontrar o 6timo (méximo ou
minimo) de fun¢des. O problema pode ser declarado em termos gerais, da seguinte forma:

v' dada uma fungdo escalar estimada real f(x) de (n) varidveis x = (x;, ....,x,),
encontrando um minimo de f(x), de modo que gi(x)>0 com i = I,...,m (restricdo de

desigualdade) e hj(x) =0 com j = 1,...,m (restri¢ao de igualdade).

Geralmente, a funcdo objetivo f{x) e as restricdes de igualdade e desigualdade sdo

ndo lineares.

Os métodos de programacdo linear sdo muito populares devido a sua habilidade
em tratar centenas de milhares de parametros, porém niao podem ser aplicados para

problemas bioquimicos, devido a sua necessidade de linearidade da funcdo objetivo em
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termos dos parametros ajustdveis. Devido a isso, métodos de otimizacdo ndo linear sdo
preferiveis. Uma férmula geral para representar uma fun¢do objetivo através do emprego de

um método de otimizacao é apresentada a seguir.

min f (x)
xe (2.28)
c(x)=0

onde, f(x) e c¢(x) sdo fun¢des nao lineares em X.

X1

y = x.z f()C)R _)R (229)
: c(x):R" > R"
X

onde, n = numero de varidveis do problema; m = nimero de restricdes de igualdade.

Cl(x)

c(x)= %9) (2.30)
¢, (x)
Outra forma geral de expressar um problema de otimizagao é:
min £ (x)
c,(x)=0, i=1..,m (2.31)

cj(x)ZO, j=m+1,..,t

onde, f(x) é a fun¢do objetivo; c;(x)=0 sdo as restri¢coes de igualdade e cj(x) sdo as restrigdes
de desigualdade.

a) Equivaléncia entre os problemas de otimizagdo

v' Problema de maximizac¢io

max g ()C)
xeR"

c,(x)=0, i=1..,m (2.32)

Cj(.X')SO, j=m+1,..,t

v" Problema de minimizagio
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min f (x) = —g(x)

c.(x)=0, i=1..,m (2.33)

cj(x)E—cj 20, j=m+1,..t

b) Otimizacdo ndo linear com restri¢des de desigualdade

min f (x)
=5 (2.34)
c(x)>0
onde, f(x) e c(x) sdo fun¢des nado lineares em x.
2= (%, 2y %, FO)RT SR o)
c(x):R" > R"
c(x)= (Cl (x), cz(x),...., cm(x))T (2.36)

Para otimizar os parametros dos modelos foram utilizados os métodos de
Otimizagao Evoluciondria (do inglés - Evolutionary Optimization - EVOP), Metodologia de
Superficie de Resposta (do inglés — Response Surface Methodology -RSM) e Otimizagdo
por Programacdo Quadratica Sucessiva (do inglés — Successive Quadratic Programing -

SQP). Na seqiiéncia serd apresentada uma breve descricao destes métodos.

29.1 Otimizacao Evolucionaria

A otimizagdo evoluciondria é uma ferramenta estatistica que busca a melhoria da
qualidade, produtividade e capacidade da planta quimica. A EVOP é operacionalmente
simples, porém, tem-se mostrado instrumento gerencial para a otimizacdo da producdo, ja

que sua base matematica € precisa, consistente e robusta (Box e Draper, 1969).

A EVOP € uma técnica de otimizacdo baseada num projeto fatorial 2%, comk =2
ou 3 fatores, onde apenas dois niveis de cada varidvel sdo ajustados em cada ciclo
(Werkema, 1996). O tratamento de um conjunto de respostas obtido em diversos ciclos de
aplicagcdo da otimizagdo evoluciondria resulta em uma superficie de resposta. Esta
superficie ndo € previamente conhecida, mas na medida da evolucio da EVOP serd
construida de forma a se determinar seus maximos e minimos locais e globais (Geiger,

1986).

O método de otimizacdo evoluciondria € um processo iterativo em que uma figura

simples € gerada por um numero de ensaios (experimentos) a mais do que o nimero de
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varidveis a serem otimizadas. O nome surgiu a partir do fato que o processo evolui

lentamente em direcio ao 6timo.

A EVOP tem as suas limitagdes. Primeiro, devido a sua natureza iterativa, é um
processo lento, o que pode exigir muitas etapas. Em segundo lugar, ele fornece apenas
informacdes limitadas sobre os efeitos das varidveis. Apds a conclusdo do processo de
otimizacdo somente uma regido limitada da superficie de reacdo terd sido explorada e,
portanto, estardo disponiveis informag¢des minimas sobre os efeitos das varidveis e suas
interacdes. Esta informagdo € necessaria para determinar os intervalos dentro dos quais as
varidveis devem ser controladas para assegurar uma operagdo 6tima. Apesar das limitacoes,
a EVOP ¢é uma técnica de otimizagdo extremamente util, ela € robusta, pode trabalhar com

muitas varidveis a0 mesmo tempo e sempre conduzird a um 6timo (Geiger, 1986).

As principais etapas para a realizacao da otimizagao evoluciondria sdo as seguintes
(Werkema, 1996):

1. Selecione a varidvel resposta a ser estudada;

2. Selecione dois ou trés fatores que provavelmente influenciam a varidvel
resposta escolhida;

3. Promova pequenas variacOes nos fatores escolhidos, de acordo com um
planejamento experimental pré-estabelecido;

4. Apos cada repeticao do planejamento experimental (ciclo), estime os efeitos
dos fatores;

5. Ap6s o terceiro ciclo, estime o desvio padrido do erro experimental e avalie a
significancia dos efeitos;

6.  Quando for detectada a significancia de um ou mais fatores, passe a operar o
processo nas condi¢des indicadas pela EVOP como mais favoraveis;

7. Se apds oito ciclos nao for observada significincia de nenhum fator,
selecione novos fatores ou mude a faixa de variagao dos fatores;

8.  Quando o miximo ou minimo for encontrado, diminua a faixa de variacdo

dos fatores para melhor delimitar a regido do 6timo ou passe a estudar novos fatores.

2.9.2 Metodologia de Superficie de Resposta

A metodologia de superficie de resposta (RSM) € uma técnica de otimizagdo

baseada no emprego de planejamentos fatoriais, introduzida por G. E. P. Box na década de
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50 e que desde entdo vem sendo usada com grande sucesso na modelagem de diversos
processos industriais. A metodologia € constituida de duas etapas distintas: modelagem e
deslocamento. Essas etapas sdo repetidas tantas vezes quantas forem necessarias, com o
objetivo de atingir uma regido 6tima (maxima ou minima) da superficie investigada. A
modelagem normalmente € feita ajustando-se modelos lineares ou quadraticos a resultados
experimentais obtidos a partir de planejamentos fatoriais (Barros Neto et al, 1996). Maiores
detalhes sobre a metodologia de superficie de resposta podem ser obtidos em Box e Wilson

(1951) e em Barros Neto et al. (1996).

293 Otimizac¢ao por Programacao Quadratica Sucessiva

A otimizacdo por Programacao Quadritica Sucessiva € utilizada na maioria dos
casos para resolugdo de problemas de programacgdo ndo linear. A descri¢do do método SQP

foi retirada de Vaz (2006).

O algoritmo SQP corresponde a um método iterativo que gera uma seqiiéncia de
valores {xx, A, Uk} que converge para a solugdo do problema (equagdo 2.37) dado por (x*,
AE, ).
Minimizar  f(x) sendo x € R"
Sujeito a hj(x) =0 j=1,2,...,m; (2.37)
g(x)=0 j=1,2,....mp

Férmula geral:

min f (x)

xeR"
g(x)=0 (2.38)
h(x)=0

onde,
f(x):R" > R, g(x):R" > R™, h(x):R" - R™

a) Funcdo Lagrangeana

L(x. A7) = f(x)= A hlx)-7"g(x) (2.39)
onde, A e 7 sdo os vetores dos multiplicadores de Lagrange associados as restricdes de

igualdade e desigualdade.

b) Equacio iterativa
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Usando as condic¢des de otimalidade de primeira ordem, tem-se:
VL(x,A,7)=0 (2.40)

Aplicando o método de Newton na iteracdo k,

A}Ck
V2L(x*, A, 7*) Ad |=-VL(x*, 24,7 (2.41)
Ax"
O sistema linear tem a seguinte forma:
A% L(xk Aot ) — Vh(xk ) — Vg(xk ) Ax* — VXL(xk ALt )
~va(x ) 0 0 A |= h(x*) (2.42)
- Vg(xk )T 0 0 Azt g(xk)

O sistema representa as condi¢des de otimalidade de primeira ordem do problema:

min~d” (V2. L(x* A% 2t d +d” (v L(x*, 2, 7*))

deR" )

el ole)20 -
(Wa(x* ) @ +h(x*)=0

onde, d = Ax; AA e Arsao os multiplicadores de Lagrange.

¢)  Globalizacao

Uma das possiveis técnicas de globaliza¢ao consiste no uso de uma funcao mérito.
M (x)= f(x)+ phlx)" h(x)+ pg~(x)" g~ (x) = fx)+ p D (x) + pD g7 (x) (2.44)
i=1 i=1

d)  Procura unidimensional
Xk+l — xk +akA)Ck
A =2+ A (2.45)
Ek-%—l — f[k +A7Z.k

e)  Possiveis critérios de paragem
v' Admissibilidade

(2.46)
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v' Complementaridade
|z g, (") <, i=1,...m, (2.47)

v" Estacionaridade

VLl 2.7t <e, (2.48)

2.10 Controle de Processo

O entendimento dos conceitos de técnicas de controle de processo € de
fundamental importincia para posterior aplicacdo neste trabalho. Devido a isso, extraiu-se
de Luyben (1989), Dechechi (1996) e Maciel Filho (2005) os conceitos de técnicas de

controle de processo e suas classificacoes.

Controlar um processo significa atuar sobre ele ou sobre as condi¢des a que o
processo estd sujeito, de modo a atingir algum objetivo, por exemplo, pode-se achar
necessario ou desejavel manter o processo sempre proximo de um determinado estado
estaciondrio, mesmo que efeitos externos tentem desvid-lo desta condi¢cdo. Este estado
estaciondrio pode ter sido escolhido por atender melhor aos requisitos de qualidade e

seguranga do processo.

Uma malha de controle consiste de quatro componentes basicos:
v" Um elemento de medida;

v" Um controlador;

v Um elemento de controle final;

v

O processo a ser controlado.

A atuacdo de um controlador pode ser representada graficamente como um fluxo

de informagoes entre médulos com fungdes distintas.

A Figura 2.5 mostra uma representacdo da acdo de um controlador, onde um
médulo de monitoracdo obtém uma informacdo proveniente do processo e envia ao
controlador. O controlador recebe esta informagado, toma decisdes e comunica ao elemento
final a acdo a ser tomada. O elemento final, por sua vez, interfere em alguma condicdo de

processo para tentar alterar o comportamento dele.
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>
Processo
>
- » . >
: X
Atuacgao r Controle r """ Monitoragao

Figura 2.5 - Representacdo da acdo de um controlador

Os principais objetivos de controlar um processo consistem em:
Seguranca operacional e pessoal;

Adaptacgdo a perturbacdes externas;

Estabilidade operacional;

Especificacdo do produto;

Reducao do impacto ambiental;

Adaptacgdo as restri¢des inerentes (equipamento, materiais,...);

AN N N N N

Otimizacdo.

A idéia basica que envolve controle de processos € a medi¢do de uma varidvel do
processo para manipulagdo de alguma quantidade que alimente o processo em relacdo a
algum valor de referéncia (set-point). Para isto existem duas estratégias basicas:

1. controle feedback ou controle por realimentacdo, constitui a forma mais
utilizada de controle de processos. Fato este justificado pela extensdo e simplicidade de
acoplamento aos mais variados processos.

2. controle feedforward - utilizado para casos especificos.

Nesta revisdo, serdo descritos trés tipos de controle feedback (proporcional,
integral e derivativo) e também o controle avancado, conhecido como DMC (Dynamic

Matrix Control).

2.10.1 Controle feedback

O principio do controle feedback é estabelecer o desvio (&), entre uma varidvel de
saida de um processo (y), e um valor de referéncia (set-point). A partir deste desvio,

manipular uma varidvel (u) de forma que (&£ seja o menor possivel. Assim, podem-se
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distinguir duas varidveis essenciais: a varidvel medida (y) e a varidvel manipulada (u). A

Figura 2.6 mostra uma representacdo esquemaética de um controle feedback.

Flernento de
medicio
Y
Set-point s
&.} Controladar
g
¥
Flemento final de contrale [— U Processo 1T

Figura 2.6 - Representacdo de um controle feedback

O controle tipo feedback apresenta as seguintes vantagens:

v' o sistema de controle nido requer nenhum conhecimento da fonte ou natureza
da perturbacao;

v para fazer um sistema feedback funcionar s6 é necessério saber se a varidvel

manipulada faz a varidvel controlada aumentar ou diminuir.

Em contrapartida, pode se dizer que a principal desvantagem do controle feedback
€ que a perturbacao atinge o processo e somente depois que a saida controlada se afasta do

set-point € que o sistema de controle toma alguma acao.

Embora, a maioria dos processos permite alguma flutuagdo da varidvel controlada
dentro de certa faixa, existem duas condi¢des que fazem com que o controle feedback nao
funcione bem. Uma delas € a ocorréncia de perturbacdes de grande magnitude que sejam
fortes o suficiente para afetar seriamente ou mesmo danificar o processo. O outro caso € o

de processos com grandes atrasos (lag).

Ha trés tipos bésicos de controladores que sdo geralmente usados para o controle
feedback continuo.
4 Proporcional (P);
v Proporcional — Integral (PI);
v Proporcional-Integral-Derivativo (PID);
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a) Controlador Proporcional (P)

A forma mais simples de controle contemplando a idéia que:
v' se um desvio do valor requerido se apresenta, entdo uma a¢io em propor¢ao

a este pode ser tomada desde que seja estabelecida uma proporcionalidade.
Seu sinal de saida é proporcional ao erro,

c(t) =k elt)+c, (2.49)

onde, K. é o ganho proporcional do controlador e ¢, é o sinal de bias do controlador, ou

seja, o seu sinal de saida quando (&€= 0).

Um controlador proporcional é descrito pelo valor do seu ganho proporcional (K.)
ou pela sua banda proporcional (BP = 100/K.). Quanto maior o ganho K, ou,
equivalentemente, quanto menor a sua banda proporcional, maior a sensibilidade do sinal

de atuagdo c(t) a desvios no erro ).

O ganho no controlador pode ser positivo ou negativo, através do ajuste de um
interruptor em um controlador analégico ou um sinal especifico desejado em um

controlador digital.

Um ganho positivo resulta num decréscimo na saida do controlador, quando as
medidas do processo aumentam. Esta acdo de ‘“aumento-reducdo” é chamada de agdo
reversa. Para um ganho negativo a saida de controlador aumenta quando a medida do
processo aumenta, e esta acdo € chamada de acao direta. O sinal correto depende da acdo do

transmissor, da a¢do da vélvula e do efeito da varidvel manipulada na varidvel controlada.

Num controle feedback proporcional pode-se:

v' ajustar o ganho do controlador para fazé-lo tdo sensivel quanto desejado ao
erro;

v' ajustar o sinal de K. de forma que a saida do controlador aumente ou

diminua quando o desvio aumenta.

b) Controlador Proporcional-Integral (PI)

Este modo de controle incorpora a integral do erro ao longo do tempo, sendo
também conhecido como reset control ou floating control por sua capacidade de eliminar o

off-set. Ao adicionarmos a integral do erro, o controlador passa a ndo tolerar que um desvio

41



CAPITULO III - MODELAGEM MATEMATICA
Modelagem e Controle da Sintese do Acido Acrilico via Processo Fermentativo

do set-point seja mantido por muito tempo. Desta forma, elimina-se o problema do off-set.
Contudo, apesar da capacidade de eliminar off-set este modo de controle reage lentamente a

perturbacdes e entdo, € associado ao controle proporcional para formar o controlador

proporcional-integral (PI).

O seu sinal de saida esté relacionado ao erro pela equagdo

Kc
TI

c(t)=K_ &)+

[edr +c, (2.50)

onde, 7€ a constante de tempo integral ou tempo de reset.

Em variaveis desvio:

K,
7’-I

¢ =K. e@t)+ j e(t)dt (2.51)

Uma desvantagem do controle integral, é que quando &(t) permanece por tempo
suficiente para que a saida do controlador esteja saturada, o valor da integral continua a
crescer mesmo apods a saturagdo do elemento final de controle, o que induz a resposta do
sistema a grandes overshoot. A Figura 2.7 mostra o comportamento de uma varidvel

controlada por um controlador proporcional integral.

y(t)

0 05 1 15 2 25 3
1

Figura 2.7 - Representacdo da acdo de um controlador proporcional-integral

¢) Controlador Proporcional-Integral-Derivativo (PID)

Também chamado de controle antecipatério, este modo considera a tendéncia do

erro ao longo do tempo com o intuito de prever o comportamento futuro do sistema.

A saida deste controlador é dada por:
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KC
T

[ewar+K 7, % +e, (252

I 0

c(t)=K_ &)+

onde, 7p € a constante de tempo derivativa.

Os maiores desafios proporcionados por esta acdo de controle sio:

v/ para uma resposta com erro diferente de zero mas constante, ndo hé acéo de
controle, ja que d&dt=0;

v/ para uma resposta com ruido e erro praticamente zero, derivadas grandes

podem ser calculadas e logo a a¢do de controle serd grande, embora nao necesséria.

A acdo derivativa tira proveito da informacdo de processo que permite prever, em
curto prazo, a tendéncia da varidvel de processo. Assim, ao observar que a varidvel esta
aumentando a acdo derivativa atuard no sentido de reduzi-la, mesmo que o erro e a integral
do erro apontem em outra direcdo. Desta forma, a a¢do derivativa torna a resposta do
controlador mais rdpida. A acdo derivativa deve ser evitada em situacdes onde o erro varie

bruscamente em forma de degrau.

2.10.2 DMC

A técnica de controle avancado DMC destaca-se devido a sua simplicidade de
implementacdo/aplicacdo e clareza no processo de ajuste de seus pardmetros, bem como de

suas excelentes capacidades de manipular restricdes impostas as condi¢des operacionais.

O DMC utiliza um modelo linear, chamado modelo de convolugdo, o qual € obtido
diretamente do sistema a ser controlado, através de perturbagdes do tipo degrau nas
varidveis de entrada (varidveis manipuladas e/ou perturbacdes medidas). Pode ser aplicado,
tanto em sistemas com uma tnica entrada e uma unica saida (do inglés - Single Input Single
Output — SISO) quanto em sistemas com multiplas entradas e multiplas saidas (do inglés -

Multiple Input Multiple Output -MIMO).

A metodologia DMC caracteriza-se por ser uma metodologia digital e para tanto,
utiliza-se de uma modelagem matemdtica dindmica através de um modelo de convolucio

discreto que descreve o comportamento das varidveis de saida do processo.

O algoritmo DMC pode ser aplicado em processos quimicos que podem ser
descritos ou aproximados por um conjunto de equacdes diferenciais lineares. As

propriedades mais importantes de sistemas lineares sao:
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v preservagdo de escala: se (y) é a saida do processo para uma entrada (u),
entdo (a.y) € a saida do mesmo para a entrada (a.u).
v' sobreposi¢do: se (y;) é a saida do processo para uma entrada (u;) e (y2) € a

saida para uma entrada (u7), entdo, (y; + y;) € a saida para uma entrada (u; + uy).

Estas propriedades sdo tteis para o desenvolvimento da metodologia DMC, onde
se superpdem os efeitos das varidveis manipuladas sobre as varidveis controladas. Além
disso, se é conhecida a resposta para um degrau de certa intensidade, tem-se a resposta para

degrau de outra magnitude.

O algoritmo DMC baseia-se no cdlculo de NC (Horizonte de Controle) valores
futuros da varidvel manipulada a partir da minimizagdo de NP (Horizonte de Predi¢do)
valores futuros do quadrado da diferenca entre o set point e a saida predita pelo modelo de
convolugdo. Sendo que este, € formado por NM (Horizonte de Modelo) valores da saida

obtidos a partir da resposta ao impulso ou ao degrau (Rezende, 2003).

O Horizonte de Controle (NC) é o nimero de agdes de controle futuras que sdo
calculadas na otimizagdo para reduzir erros preditos. A medida que NC aumenta, o esforco

computacional também é aumentado.

O Horizonte de Predicdo (NP) é o numero de predi¢des que sdo usadas nos
calculos de otimizacdo. Um aumento de NP resulta em uma acdo de controle mais
conservativa, a qual tem efeito estabilizante, mas também, aumenta o esforco

computacional.

O Horizonte de Modelo (NM), corresponde ao tempo de resposta em malha aberta
para atingir 95-99% do estado estaciondrio. Para a escolha desse pardmetro, a literatura

recomenda valores de NM entre 20 e 70.

Segundo Seborg et al. (1989), uma recomendacgao € escolher NC igual ao tempo
de resposta em malha aberta para atingir 60% do estado estaciondrio. Para NC > 5, o valor
de NP ndo é tdo crucial ja que somente a primeira acdo de controle é implementada.
Contudo, um valor muito grande de NC resulta em excessiva acdo de controle. Um valor
pequeno de NC conduz a um controle robusto, relativamente sensivel a erros de

modelagem.
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O fator de supressdo (f) também € um pardmetro a ser estimado. Valores grandes
desse parametro penalizam muito a magnitude de Au ocasionando, entdo, um controle
menos vigoroso. O menor valor de (f) € (0), ou seja, quando ndo h4 restricdes aos
movimentos da varidvel manipulada, e desta forma, pode ocorrer variacdes bruscas,
levando o sistema a uma condi¢do de descontrole devido as acdes do controlador DMC.
Com o aumento do valor de (f) o sistema torna-se amortecido. O valor de (f) deve ser

escolhido conforme o sistema e as condicdes a que se deseja trabalhar.

A constante da trajetoria de referéncia (o) estd relacionada com o comportamento
imposto pela trajetéria de referéncia. Para pequenos valores de (o), tem-se uma trajetoria
menos suave, o que pode levar a sobre elevacdes e acdes de controle mais rigidas. Ja para
um aumento de (o), tem-se uma trajetoria suave, permitindo menores oscilagdes na varidvel

controlada (Vasco de Toledo, 1999).

O tempo de amostragem Ar deve ser também selecionado como parte do
procedimento do projeto do controlador. Devendo ser pequeno o suficiente para assegurar
que informacdes dinamicas importantes ndo sejam perdidas. Por outro lado, se At é muito
pequeno, NM deve ser muito maior, o que € indesejavel. O tempo de amostragem nao €
considerado um parametro de sintonia devido ao ajuste de NC, NP e f serem, usualmente,

suficientes para obter desempenho satisfatério em malha fechada (Rezende, 2003).

Do ponto de vista de controle, devem-se distinguir mudangas na varidvel
manipulada no passado e no futuro. Se houveram NP mudancas na varidvel manipulada
durante os NP intervalos passados e se nenhuma outra mudanca fosse feita, a varidvel de
saida deverd mudar no futuro, devido a estas mudancas passadas feitas na varidvel de
entrada.

Chamando estas mudancgas passadas na varidvel de entrada de (4m )

, a resposta
para estas mudancas serdo definidas como respostas em malha aberta (x,;). Usando o
modelo de convolug@o na forma dos coeficientes de resposta a perturbacio do tipo degrau
para predizer esta resposta em malha aberta, (¢,;;), a equagdo resultante para representar os

ESIMOS

valores destas saidas preditas aos (i ) intervalos futuros € dado pela equacgdo (2.53).

A —NP+1 "
Coi = Y by (Am ) (2.53)
k=0
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No instante presente de amostragem (i = 0) pode-se ter a medida da saida do

medida

processo, (¢ ), entdo se o modelo adotado for perfeito, e melhor, se nenhum disttrbio

ocorrer, o erro cometido entre o valor predito no instante passado e o valor atual medido
devera ser zero. Quando o erro ndo for zero, a diferenga entre os dois € usada para corrigir o
modelo dinamicamente, proporcionando uma melhor predi¢dao no futuro. O valor predito no

atual tempo de amostragens € o (¢,;0) € € dado pela equacao (2.54).

A —NP+1 »
coo = D b (Am) (2.54)

k=0

medida

A diferenca entre a medida atual (¢ ) e o valor presente previsto (C,.9) €

£Simo

adicionada ao modelo ao (i) periodo de amostragem para dar uma melhor predi¢ao da

resposta em malha aberta.
A —NP+1 d ) A
coi = Y b (Am )™ + e = cor (2.55)

k=0

Substituindo a equagdo (2.54) nesta tltima equacgdo, obtém-se:

A —NP+1 " » —NP+1 "
Coi = 2 b (Am )™ 4 ey = > b (Am, ) (2.56)
k=0 k=0
Rearranjando, o modelo de convolucao e corrigindo dinamicamente, tem-se:
j did & Id
coi =g + Y [b,, — b JAm,) (2.57)
k=0

A equagdo (2.56) é o modelo de convolucao que prediz a resposta em malha aberta
devido as mudangas passadas na varidvel manipulada (Admy ) e que serd utilizada nos

calculos do algoritmo DMC.

Da mesma forma, a modelagem pode ser empregada para predizer o
comportamento das varidveis de saida em malha fechada sob acdo de controle. A resposta
em malha fechada considera os efeitos das modificacdes passadas da varidvel manipulada

no futuro, através da resposta em malha aberta (x,;), adicionado aos efeitos futuros das

new

proprias variacdes futuras na varidvel manipulada, (Amy)

‘esimo

A resposta em malha fechada sera (x,;;) para o valor do (i ) intervalo no futuro,
sendo descrita pela equagdo (2.58), a qual prediz o comportamento da varidvel da saida
quando NC mudancas nas varidveis manipuladas atualmente calculadas forem feitas no

futuro.

46



CAPITULO III - MODELAGEM MATEMATICA
Modelagem e Controle da Sintese do Acido Acrilico via Processo Fermentativo

A

A NC ,
Coi = Corit ¥ a, (Am, )" (2.58)
k=1

Existem também critérios de avaliacdo do desempenho dindmico de um sistema
em malha fechada. Um deles € o critério que usa somente poucos pontos de resposta. Ele é
simples, mas somente aproximado. Este critério baseia-se em algumas caracteristicas da
resposta em malha fechada do sistema, como o overshoot, que é definido como a razido A/B,
onde B € o valor final da resposta e A € o valor maximo pelo qual a resposta excede o valor

final.

Outro critério para o projeto do controlador € escolher os valores dos parametros
que minimizem o erro da resposta em relacdo ao set-point desejado. Esse € um critério de
desempenho dindmico baseado na resposta do processo como um todo, pois uma
formulacao utiliza a forma da resposta em malha fechada do tempo igual a zero, até que o

estado estaciondrio tenha sido atingido. Podem ser citados trés critérios desta categoria:

1. Integral do erro ao quadrado (do inglés - Integral of the Square Error - ISE):

ISE = Tsz (t)dr (2.59)

2. Integral do valor absoluto do erro (do inglés - Integral of the Absolute value

of Error - IAE):

IAE = T|€(t)|dt (2.60)

3. Integral do tempo vezes o erro absoluto (do inglés - Integral of the Time-

weighted Absolute Error - ITAE):

ITAE = Tt|€(t)|dt (2.61)

onde, (g1)=yy,(1)-y(t)) € o desvio da resposta do set-point desejado.

A escolha dos critérios apresentados anteriormente depende das caracteristicas do
sistema a ser controlado e de exigéncias impostas a resposta do processo controlado. A
seguir sdo apresentadas algumas regras gerais.

v"ISE é melhor do que IAE, quando se deseja evitar erros grandes no processo,

pois os erros estdo elevados ao quadrado e assim, contribuem mais para o valor da integral.
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v' Para evitar pequenos erros, IAE é melhor que ISE, pois quando elevamos
numeros pequenos ao quadrado eles se tornam menores ainda. Para evitar erros que
persistem por longos tempos, o critério ITAE € o melhor, porque grandes tempos ampliam
o efeito de erros mesmo pequenos no valor da integral. E importante ressaltar que
diferentes critérios levam a diferentes projetos do controlador. Para um mesmo critério,
diferentes mudangas na entrada também levam a diferentes projetos (Stephanopoulos,

1984).

2.10.2.1 Algoritmo DMC para sistema SISO

A 1déia principal dos algoritmos deste tipo de controle é de encontrar os melhores

new

valores futuros de mudanca na varidvel manipulada (4my)™" como resultado da otimizagao

(minimizagdo) de uma fungdo objetivo (J), definida pela equacgdo (2.62).
set 2 2 [ new ]
J=Y (e —ey, S+ 72 lam,) (2.62)

Substituindo a equagdo (2.58) na equacio (2.62), tem-se:
NP NC new NC 2

J = Zcm ~Cori T zaik (Amk ) +f° z [(Amk )MW] (2.63)

i=1 k=1 i=1
(Am)™ =[ATA+ 2] AT x (2.64)

A adig¢do da varidvel manipulada dentro da fun¢do objetivo multiplicada pelo fator

de supressao (f) € feita para prevenir modificacdes bruscas na varidvel manipulada.

A estratégia de controle cldssica (PID) e a preditiva (DMC) serdo aplicadas ao
modelo que serd apresentado no Capitulo VI. Ambas as estratégias de controle foram
aplicadas na formulacdo digital. Maiores detalhes sobre essas estratégias poderdo ser

encontrados em Stephanopoulos (1984) e em Vasco de Toledo (1999).
2.11 Conclusao

Neste capitulo foi apresentada uma revisao bibliografica, onde os principais
assuntos envolvidos no desenvolvimento dos modelos de sintese de 4cido acrilico via
processo fermentativo, como por exemplo, técnicas de simulacdo, otimizacao e controle de
processo foram abordados. Na seqii€éncia serdo apresentados os modelos matematicos

desenvolvidos para representar a sintese biotecnoldgica de dcido acrilico.
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CAPITULO III. Modelo Matematico Niio Estruturado para a Sintese de

Acido Acrilico via Processo Fermentativo com Células Livres

3.1 Introducao

Neste capitulo serd apresentado um modelo matemadtico com representacdo nao
estruturada com células de Saccharomyces cerevisiae livres, para representar a sintese de

acido acrilico.

Para desenvolvimento do modelo considerou-se um processo homofermentativo,
onde, a glicose € convertida quase que exclusivamente em lactato, o qual sofre desidratacao
para formacao de 4cido acrilico. Inicialmente foi desenvolvida a modelagem e realizadas as
simulacdes do processo. Na seqii€éncia foram aplicadas algumas técnicas de planejamento
experimental para identificar os parametros cinéticos e operacionais de maior significancia
no processo e, para finalizar o estudo deste modelo foi realizada a otimizacdo dos
parametros operacionais do processo, através da aplicacdo da metodologia de superficie de
resposta e da técnica de otimizacgdo por programacgdo quadrdtica sucessiva. Para resolucao
das equagdes diferenciais ordindrias do modelo foi usado o método de Runge-Kutta 4"

ordem.

3.2 Modelo Matematico Nao Estruturado com Células Livres

Para representar a sintese de acido acrilico a partir de um modelo nao estruturado
simples, foi considerado um processo homofermentativo, onde o lactato € o maior produto
final do metabolismo da glicose. Um biorreator de mistura perfeita (do inglés — Continuous
Stirred Tank Bioreactor - CSTBR) com um volume constante (V), uma vazido de
alimentacdo (Fj,) e uma concentracdao de substrato (S;j,) e de células (Xj,) na alimentagao
foram considerados neste processo. As equagdes do modelo sdo representadas por balango

de massa para células, substrato e produto.

Para desenvolvimento do modelo foi considerado:

v modelo pseudo-homogéneo;
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v processo continuo (alimentagdo continua de substrato e células e remog¢ao
continua de produto);

v processo isotérmico;

v biorreator ideal (biorreator perfeitamente agitado, onde a concentracio de

cada espécie na corrente de saida € igual a concentracao no interior do biorreator);

v sistema com células de Saccharomyces cerevisiae livres;

v um unico substrato limitante;

v composicio da biomassa definida: CH; :00.576No.146;

v crescimento celular com inibi¢do por substrato, células e produto.

Para desenvolver os balangos de massa do processo, as seguintes reagdes foram
consideradas:

CH,0, — 2C,HO,

glicose lactato 3.1
C,H,0, <> C,H,0, + H,O '
lactato ac.acrilico

Num processo continuo os parametros de operacdo caracteristicos sdo a taxa de

diluicao (D) e o tempo médio de residéncia (), onde:

F

D=— 3.2
v (3.2)
1V

T=—=— 3.3
D= F (3.3)

Para se manter o volume de liquido no biorreator constante, ajustam-se os valores
das vazdes de entrada e de saida de forma que as duas se mantenham iguais (Fi,=F),

desta maneira a taxa de diluicdo (D) € constante para o processo continuo.

O balango de massa para o crescimento celular pode ser representado pela equacao
(3.4):

CZ—X =0,732u X —r, +D*(X, — X) (3.4)
t

onde, se considerou formagdo de biomassa apenas a partir da glicose e a velocidade

especifica de crescimento (Lx) como sendo:
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X
:ux = lumax S P [1 - ]exp(_ kAA) (35)
S X
K,+S+ 7]{ 5a

A velocidade de morte celular considerada neste processo foi:

r,=k,X +kA (3.6)

onde, além da constante de morte celular (kg) também foi levado em consideracdo a morte

celular devido a toxicidade do produto formado (kA).

Os modelos de fluxo de substrato em células que sintetizam produtos dependem da
formacdo destes produtos estar ou ndo associada ao metabolismo energético. Quando se
formam produtos nas rotas de geracao de energia, por exemplo, em cultivos anaerébios, a
sintese do produto € uma conseqiiéncia inevitdvel do crescimento e da manutenc¢do celular.
Porém, quando o produto ndo estd associado ou diretamente associado ao metabolismo
energético, todo o substrato necessario para a sintese do produto € adicional ao necessério

para o crescimento e manutencao e, é fornecido separadamente (Doran, 1998).

Quando a producdo estd diretamente associada ao crescimento niao € necessario
colocar um termo adicional na taxa de reacdo para formacdo de produto, pois a
concentracdo de substrato necessdria para a formacdo ja estd inclusa nos termos de

consumo de substrato associado ao crescimento e manutencao (Doran, 1998).

A equagdo (3.7) apresenta o balangco de massa para o substrato.

95 _pr(s, —8)—| Hvmlx 3.7)
dt X/s

O valor do coeficiente de rendimento da biomassa (Yy;) foi estabelecido como
sendo igual a 0,03kg kg'. Os coeficientes de rendimento tedrico e observado podem,

também, ser determinados pelas equagdes (3.8) e (3.9), respectivamente.

Rendimento tedrico, verdadeiro ou estequiométrico (Doran,1998)

X
Y, =— 3.8
x/s S ( )

X

51



CAPITULO III - MODELAGEM MATEMATICA
Modelagem e Controle da Sintese do Acido Acrilico via Processo Fermentativo

O rendimento tedrico, verdadeiro ou estequiométrico da biomassa em relagcdo ao
substrato (Yy/) € a razdo entre a quantidade (massa ou moles) total de biomassa produzida e

a quantidade (massa ou moles) de substrato consumido para o crescimento celular.

Rendimento aparente ou observado

X
Y, = 39
T (3.9)

m

O rendimento aparente ou observado é a razdo entre a quantidade (massa ou
moles) de biomassa produzida e a quantidade (massa ou moles) total consumida de

substrato.

O lactato € formado a partir do metabolismo da glicose, que é metabolizada via o
caminho Embden-Meyerhof (processo de glicolise) (Wee et al., 2006), e pode ser

representado pelo seguinte balanco de massa.

Y
Yp/y = YL/S (3.11)
X/ 8

Considerando o lactato como sendo o principal produto do metabolismo da

glicose, utilizou-se um rendimento observado de 90% (Y1, =0,9).

O balango de massa para 4cido acrilico é descrito na equacao (3.12).

‘;_‘t‘: D*(A, - A)+08(xY,. )X (3.12)
Y s
F = (3.13)

X/ s

A velocidade de producdo de biomassa em um biorreator CSTBR € igual a
velocidade que as células abandonam o biorreator (FX). A produtividade volumétrica &,

portanto, igual a (Doran, 1998):

0, == =DX (3.14)

A produtividade volumétrica de formacao de produto é:
FP

Q,=~-=DP (3.15)
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Na Figura 3.1 é apresentado um fluxograma do modelo ndo estruturado com

células de Saccharomyces cerevisiae livres, de forma a descrever o funcionamento do

programa desenvolvido para representar a produgao de acido acrilico via fermentagcdo. A

Tabela 3.1 apresenta os parametros usados para resolu¢dao do modelo.

Leitura dos dados de entrada e pardmetros cinéticos
Sin, Xin, D
KA, K.s, Kj,kd,kt, lJmax, m,YL/x, YA/x,Yx/s

Determinacdo do tempo de cada medida
e
tempo final do processo

Definicdo dos passos de integracdo
das equagdes de Runge-Kutta 4a ordem (h)

Chamada da subrotina de Runge-Kutta
para resolucdo das equagdes diferenciais ordindrias do modelo

Impressdo das concentragdes
(S.LA, X)

Fim do programa

Figura 3.1 - Fluxograma para resolu¢do do modelo nao estruturado com células livres

Tabela 3.1 - Parametros usados para a resolucao do modelo

Parametro | Valor | Unid. | Referéncia |Parametro| Valor | Unid. | Referéncia
Ka 0,01 |kgm™ | Estimado D 05 | h' Estimado
kq 0,01 gt Estimado A;q 0,0 |kg m> Estimado
K; 100 st Estimado Ap 0,0 |kg m> Estimado
k¢ 0,09 s Estimado Lin 0,0 |kg m> Estimado
K, 24 | kg m> Estimado Lo 0,0 |kg m> Estimado

Wimax 0,45 | s |Stremel (2001) Sin 100,0 |[kgm™| Estimado
Yiss 0,9 |kg kg'1 Estimado So 0,0 |kg m> Estimado
Y ass 0,5 |kgkg'| Estimado Xin 20,0 |kgm™| Doran (1998)
Y s 0,03 |kg kg |Stremel (2001) Xo 0,02 |kg m” Estimado
Yax | 16,67 |kgkg'| Estimado Xeat 80,0 |kgm™ | Stremel (2001)
Yux 30 |kgkg' Estimado m 0,5 57! Doran (1998)
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Alguns dos valores apresentados na Tabela 3.1 foram obtidos de um modelo
desenvolvido para fermentacao alcodlica (Stremel, 2001) e de dados disponiveis em Doran
(1998), para crescimento celular de Saccharomyces cerevisiae. Os demais foram estimados
a partir de simulacdes realizadas no modelo desenvolvido, de modo a obter valores que

representassem o processo de sintese de dcido acrilico a partir de um processo fermentativo.

Na seqiiéncia serdo apresentados os resultados das simulacdes do modelo para
sintese biotecnoldgica de 4cido acrilico. A Figura 3.2a apresenta os perfis de concentracao
de glicose, lactato e 4cido acrilico, obtidos ao longo do tempo. Na Figura 3.2b sao
apresentados os perfis de concentracdo de glicose e biomassa, obtidos ao longo do tempo.

Com uma concentragdo de glicose na alimentacdo (Sj,) de 100kg m”, uma

concentracdo de células na alimentacio (Xi,) de 20kg m™ e uma taxa de diluicdo (D) de
O,Sh'l, foi obtida uma produgdo de 59,4kg m> de lactato, com uma produtividade de
29,8kg m~h™ e uma produgio de 26,5kg m™ de 4cido acrilico, com uma produtividade de

13,2kg m™ e, uma concentragdo residual de glicose menor que 24kg m”.
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Figura 3.2 - Perfis de concentracdo ao longo do tempo

Para analisar a influéncia da taxa de diluicdo (D) sobre as concentragdes de
glicose, lactato, acido acrilico e biomassa, foram realizadas variacdes na taxa de dilui¢do

0,1 - O,Sh'l). Os resultados obtidos podem ser visualizados nas Figuras 3.3(a-d) e 3.4(a-b).
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Figura 3.3 - Efeitos da taxa de dilui¢do sobre as concentracdes ao longo do tempo
(a -glicose; b - lactato; ¢ - dcido acrilico; d — biomassa)
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Figura 3.4 - Efeitos da taxa de diluicao sobre as concentracdes no estado estaciondrio
(a - glicose e biomassa; b — lactato e 4cido acrilico)

A Figura 3.3 (a-d) mostra a variacdo dos perfis de concentracdo de glicose, lactato,

acido acrilico e biomassa usando diferentes valores da taxa de dilui¢do (D). Podendo-se,
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assim, determinar o melhor valor de D para atingir a méxima concentracao de glicose,

lactato, acido acrilico ou biomassa.

Através da Figura 3.4a pode-se perceber que as concentracdes de glicose e
biomassa aumentam a medida que a taxa de diluicdo aumenta. J4 as concentragdes de
lactato e 4cido acrilico sdo maximas numa taxa de dilui¢do de 0,25h™ (conforme Figura

3.4b).

A Figura 3.5 mostra o efeito da taxa de diluicao sobre a produtividade de lactato e
acido acrilico. A maxima produtividade de lactato e de 4cido acrilico foi obtida em uma
taxa de dilui¢do de 0,5h”". Para calcular a produtividade de lactato e dcido acrilico foi

utilizada a equagdo (3.15).
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Figura 3.5 - Efeito da taxa de dilui¢do sobre a produtividade de lactato e acido acrilico

Através das simulacdes realizadas no modelo desenvolvido para representar a
sintese de 4cido acrilico via processo fermentativo, considerando representacdo nao
estruturada com células livres, foi possivel determinar os perfis de concentracdo de
substrato, células e produtos, frente as condi¢des pré-estabelecidas para este modelo. Na
seqiiéncia, serdo apresentados os planejamentos experimentais que foram realizados para
identificar os parametros mais significativos do modelo e seus efeitos sobre as

concentragoes.
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33 Planejamento Experimental

Com o objetivo de aumentar a producdo de lactato e 4cido acrilico, foram
analisadas as influéncias dos parametros operacionais e cinéticos sobre o processo de

sintese de acido acrilico, através da técnica de planejamento experimental.

Primeiramente, foram analisados os parametros operacionais (Si,, Xiy € D), através

da realizacdo de um planejamento fatorial 2" (k = 3).

O planejamento fatorial 2* ¢ til, quando se deseja fazer andlises preliminares no
processo, ou seja, deseja-se saber apenas a influéncia de determinados fatores sobre o

Pprocesso.

Os diferentes parametros foram avaliados em dois niveis, inferior (-1) e superior
(+1), onde estes niveis correspondem a uma variacdo de + 50% nos valores de cada
parametro, conforme Tabela 3.2. Na Tabela 3.3 € apresentada a matriz codificada dos

parametros analisados.

O Software STATISTICA foi usado para gerar a matriz codificada dos valores dos
parametros operacionais e o modelo descrito anteriormente foi usado para gerar as
respostas desejadas. As simulacdes foram realizadas de acordo com o planejamento fatorial
2’ especificado na Tabela 3.3, e cada simulagdo gerou quatro respostas de interesse
(concentragdes de glicose, lactato, dcido acrilico e biomassa durante o comportamento

dinamico e estaciondrio do processo). As simula¢des sdo apresentadas no Apéndice A.

Tabela 3.2- ParAmetros operacionais analisados no planejamento fatorial 2°

Parametros Niveis
(-) Ponto central (+)
Sin 50 100 150
Xin 10 20 30
D 0,250 0,5 0,750
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Tabela 3.3 - Matriz codificada dos valores dos parametros analisados

Ensaios Sin Xin D
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1

Depois de obtidas as respostas de interesse, através das simulagdes realizadas no

modelo, de acordo com planejamento fatorial apresentado na Tabela 3.3, foram

determinados os efeitos estimados das varidveis sobre as respostas, através do uso do

software STATISTICA.

As Tabelas 3.4 — 3.11 apresentam os efeitos dos parametros operacionais (Sin, Xin

e D) sobre as concentracdes de glicose, lactato, dcido acrilico e biomassa, respectivamente,

para um nivel de confianga de 95% (1 - a; o = 0,05), tanto no comportamento dindmico

quanto estaciondrio.

Tabela 3.4 - Efeitos dos parametros operacionais sobre as concentragdes de glicose

(comportamento dindmico)

Efeito | Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 20,946 0,744 0,023 20,946

* Sin 25,993 1,488 0,036 12,996
Xin -9,113 1,488 0,103 -4,556
D 16,438 1,488 0,057 8,219
SinXin -3,523 1,488 0,254 -1,761
SinD 11,498 1,488 0,082 5,749
XinD -4,038 1,488 0,225 -2,019

* Parametros significativos (p<o; 0=0,05)
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Tabela 3.5 - Efeitos dos parametros operacionais sobre a concentracdo final de glicose

Efeito | Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Meédia 39,124 0,941 0,015 39,124

* Sin 68,093 1,883 0,018 34,046

Xin -22,828 1,883 0,052 -11,414
D 14,643 1,883 0,081 7,321
SinXin -16,313 1,883 0,073 -8,156
SinD 9,568 1,883 0,124 4,784
XinD 0,228 1,883 0,923 0,114

* Parametros significativos (p<o; 0=0,05)

Tabela 3.6 - Efeitos dos parametros operacionais sobre as concentracdes de lactato
(comportamento dindmico)

Efeito | Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 9,388 0,670 0,045 9,388
Sin 5,975 1,340 0,140 2,988
Xin 7,075 1,340 0,119 3,538
D 9,220 1,340 0,092 4,610
SinXin 3,165 1,340 0,255 1,583
SinD 2,110 1,340 0,360 1,055
XinD 3,200 1,340 0,252 1,600

* Parametros significativos (p<o; 0=0,05)

Tabela 3.7 - Efeito dos parametros operacionais sobre a concentracao final de lactato

Efeito | Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Meédia 41,765 3,250 0,049 41,765
Sin 35,925 6,500 0,114 17,963
Xin 7,500 6,500 0,455 3,750
D -3,835 6,500 0,661 -1,918
SinXin 20,895 6,500 0,192 10,448
SinD -14,210 6,500 0,273 -7,105
XinD 5,315 6,500 0,564 2,658

* Parametros significativos (p<o; 0=0,05)
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Tabela 3.8 - Efeitos dos parametros operacionais sobre as concentracdes de dcido acrilico
(comportamento dinAmico)

Efeito | Desvio padriao p Coeficiente de regressao
Média 4,171 0,296 0,045 4,171
Sin 2,653 0,593 0,140 1,326
Xin 3,148 0,593 0,118 1,574
D 4,098 0,593 0,091 2,049
SinXin 1,408 0,593 0,254 0,704
SinD 0,938 0,593 0,359 0,469
XinD 1,423 0,593 0,251 0,711

* Parametros significativos (p<o; 0=0,05)

Tabela 3.9 - Efeitos dos parametros operacionais sobre a concentracdo final de &4cido

acrilico
Efeito | Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 18,568 1,445 0,049 18,568

Sin 15,970 2,890 0,114 7,985

Xin 3,335 2,890 0,455 1,668

D -1,705 2,890 0,661 -0,853

SinXin 9,290 2,890 0,192 4,645

SinD -6,320 2,890 0,273 -3,160

XinD 2,365 2,890 0,563 1,183

* Parametros significativos (p<o; 0=0,05)

Tabela 3.10 - Efeitos dos pardmetros operacionais sobre as concentragdes de biomassa

Efeito | Desvio padrao p Coeficiente de regressao
Média 6,574 0,016 0,002 6,574
Sin 0,033 0,033 0,500 0,016
* Xin 6,423 0,033 0,003 3,211
*D 5,468 0,033 0,004 2,734
SinXin -0,013 0,033 0,766 -0,006
SinD -0,028 0,033 0,553 -0,014
* XinD 2,643 0,033 0,008 1,321

* Parametros significativos (p<o; 0=0,05)
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Tabela 3.11 - Efeitos dos parAmetros operacionais sobre a concentracdo final de biomassa

Efeito | Desvio padrao p Coeficiente de regressao
Meédia 11,911 1,139 0,061 11,911
Sin -5,383 2,278 0,255 -2,691
Xin 11,778 2,278 0,122 5,889
D 4,028 2,278 0,328 2,014
SinXin -4,608 2,278 0,292 -2,304
SinD 2,703 2,278 0,446 1,351
XinD 0,763 2,278 0,794 0,381

* Parametros significativos (p<o; 0=0,05)

Para analisar os efeitos dos parametros sobre as respostas no estado dinamico,
foram usadas as concentragdes obtidas entre a primeira hora do processo e a ultima hora,
antes que o processo atingisse o estado estaciondrio, e a partir desses valores foram

calculados os efeitos.

As andlises de variancia dos pardmetros operacionais e os coeficientes de

determina¢do do modelo (R?), sdo apresentados no Apéndice A.

Através dos valores de “p” (p = nivel de significancia, onde p < o; o = 0,05)
apresentados nas Tabelas 3.4 - 3.11, pode-se observar que as concentracdes de glicose
obtidas ao longo do tempo e, também, a concentracdo final de glicose sofrem influéncias
significativas da concentragdo de substrato alimentada no biorreator (Si,). J4 nas
concentracdes de lactato e &cido acrilico obtidas ao longo do tempo e nas concentragdes
finais, ndo foi identificado nenhum dos parametros operacionais analisados (p < 0,05) como

sendo estatisticamente significativo para um nivel de confianca de 95%.

As concentracdes de biomassa sofrem influéncias dos parametros (Xi,) e (D) e,
também, da interacdo entre eles (Xj,D). Na concentracdo final de biomassa ndo foi

identificada nenhuma influéncia significativa dos parametros analisados.

Os sinais (£) no valor dos efeitos de cada parametro referem-se a direcao do efeito,
isto é, se o valor do parametro deve ser minimizado ou maximizado para que se consiga um

aumento no valor da resposta desejada.

A Figura 3.6 apresenta os efeitos de cada parametro sobre as concentracdes de

glicose, lactato, 4cido acrilico e biomassa.
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Figura 3.6 - Efeitos estimados sobre as concentracdes de glicose, lactato, dcido acrilico e
biomassa (a — dindmico; b — estacionario)

Dando seqiiéncia ao estudo do comportamento dinamico e estaciondrio do processo,

foi realizada uma andlise dos parametros cinéticos do modelo.

Como o nimero de parametros a serem analisados era um pouco elevado, ndo seria
vidvel realizar um planejamento fatorial tipo 2%, pois seriam necessdrios 128 ensaios (k=7).
Em virtude disso, para identificar os parametros cinéticos mais importantes no processo foi
utilizada a técnica de planejamento Plackett-Burman, conhecido como planejamento
saturado.

A técnica de Plackett-Burman € utilizada para selecionar as varidveis de maior
relevancia, para posteriormente fazer a otimiza¢do do processo. Os planejamentos mais

usuais propostos neste método sdo para 12, 20, 24, 28 e 36 ensaios.

Neste trabalho foi utilizado um planejamento Plackett-Burman com 12 ensaios e
11 graus de liberdade, onde sete graus de liberdade estdo associados aos parametros

analisados, e os demais foram usados para estimacao do erro.

Os diferentes parametros foram avaliados em dois niveis, inferior (-1) e superior
(+1), onde estes niveis correspondem a uma variacdo de + 50% nos valores de cada
parametro, conforme Tabela 3.12. Quatro varidveis inertes foram usadas para estimar o erro
durante a andlise dos dados. Na Tabela 3.13 € apresentada a matriz codificada dos

parametros analisados.

Antes de realizar o planejamento para analisar a influéncia dos parametros
cinéticos, foram realizadas simulacdes, variando-se um parametro de cada vez e mantendo

os demais constantes para avaliar a necessidade de incluir os sete pardmetros cinéticos no
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planejamento fatorial. Como se percebeu que todos exerciam alguma influéncia sobre o
processo, os sete parametros foram analisados no planejamento e assim, identificados os

efeitos principais de cada parametro sobre as respostas desejadas.

As Tabelas 3.14 — 3.21 apresentam os efeitos principais estimados dos parametros
analisados sobre as concentragdes de glicose, lactato, 4acido acrilico e biomassa,
respectivamente, para um nivel de confianca de 95%. Esses efeitos também podem ser

visualizados na Figura 3.7.

As simulagdes realizadas no modelo de acordo com o planejamento Plackett-
Burman, como também, as andlises de variancia dos parametros cinéticos e os coeficientes

de determinacao do modelo sdo apresentados no Apéndice A.

Tabela 3.12 - Parmetros cinéticos analisados no Planejamento Plackett-Burman

Parametros Niveis
(-) Ponto central (+)
K 12 24 36
K; 50 100 150
Ka 0,005 0,01 0,015
kg 0,005 0,01 0,015
kq 0,045 0,09 0,0135
Mmax 0,225 0,45 0,675
m 0,250 0,5 0,750
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Tabela 3.13 - Matriz codificada dos valores dos parametros analisados

Ensaios Ks | Ki | Ksa | ka Ki |[Mmax | m | VI; | VI, | VI3 | VI
1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1
2 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1
3 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1
4 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1
5 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1
6 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1
7 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1
8 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1
9 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1
10 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1
11 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

Tabela 3.14 - Efeitos principais dos parametros cinéticos sobre as concentracdes de

glicose (comportamento dindmico)
Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Meédia 19,525 0,469 0,000 19,525

* K 5,757 0,938 0,004 2,878

Ki -1,310 0,938 0,235 -0,655

Ka 1,363 0,938 0,220 0,682

kg -0,463 0,938 0,647 -0,232

k¢ 0,643 0,938 0,531 0,322

* Uhnax -11,410 0,938 0,000 -5,705

m -1,950 0,938 0,106 -0,975

* Parametros significativos (p < a; o0 = 0,05)
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Tabela 3.15 - Efeitos principais dos parametros cinéticos sobre a concentracdo final de

glicose
Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao
Média 27,563 1,153 0,000 27,563
* K 6,438 2,306 0,049 3,219
Ki 0,342 2,306 0,889 0,171
* Ky 10,722 2,306 0,010 5,361
kq -1,082 2,306 0,663 -0,541
* k 10,308 2,306 0,011 5,154
* Hmax -22,478 2,306 0,001 -11,239
m -5,212 2,306 0,087 -2,606

* Parametros significativos (p < a; o = 0,05)

Tabela 3.16 - Efeitos principais dos parametros cinéticos sobre as concentracdes de lactato

(comportamento dindmico)

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao
Meédia 13,849 1,081 0,000 12,815
K -3,065 2,161 0,229 -1,418
Ki -0,988 2,161 0,671 -0,457
Ka -3,052 2,161 0,231 -1,412
Kq -1,725 2,161 0,470 -0,798
k¢ 1,715 2,161 0,472 0,793
* Uhnax 13,592 2,161 0,003 6,288
m 2,968 2,161 0,242 1,373

* Parametros significativos (p < a; o0 = 0,05)

Tabela 3.17 - Efeitos principais dos parametros cinéticos sobre a concentracdo final de

lactato
Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao
Meédia 54,734 0,830 0,000 54,734
* K -5,265 1,659 0,034 -2,633
Ki -0,628 1,659 0,724 -0,314
* Ka -11,375 1,659 0,002 -5,688
kq 1,502 1,659 0,417 0,751
* k -4,908 1,659 0,042 -2,454
* Hynax 21,212 1,659 0,000 10,606
*m -6,155 1,659 0,021 -3,078

* Parametros significativos (p < a; o = 0,05)
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Tabela 3.18 - Efeitos principais dos parametros cinéticos sobre as concentragdes de dcido
ortamento dindmico)

acrilico (com

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 5,281 0,188 0,000 5,281
* K -2,295 0,376 0,004 -1,148
K; 0,518 0,376 0,240 0,259
Ka -0,548 0,376 0,218 -0,274
kq 0,188 0,376 0,642 0,094
kq -0,245 0,376 0,550 -0,123

* Hmax 4,552 0,376 0,000 2,276
m 0,238 0,376 0,560 0,119

* Parametros significativos (p < a; o = 0,05)

Tabela 3.19 - Efeitos principais dos parametros cinéticos sobre a concentracdo final de

acido acrilico

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 24,333 0,368 0,000 24,333
* Ky -2,342 0,736 0,033 -1,171
Ki -0,278 0,736 0,725 -0,139

* Ka -5,055 0,736 0,002 -2,528
kg 0,668 0,736 0,415 0,334

* k -2,182 0,736 0,041 -1,091

* Uhnax 9,428 0,736 0,000 4,714
*m -2,738 0,736 0,020 -1,369

* Parametros significativos (p < a; o0 = 0,05)

Tabela 3.20 -Efeitos principais dos parametros cinéticos sobre as concentragdes de
biomassa (comportamento dindmico)

Efeito Desvio padréio p Coeficiente de regressao
Média 6,939 0,009 0,000 6,939
* Ky -0,072 0,018 0,016 -0,036
Ki 0,048 0,018 0,055 0,024
Ka 0,002 0,018 0,931 0,001
kg -0,022 0,018 0,296 -0,011
* ky -0,155 0,018 0,001 -0,078
* Unax 0,122 0,018 0,003 0,061
m 0,045 0,018 0,067 0,023

* Parametros significativos (p < a; o = 0,05)

66



CAPITULO III - MODELAGEM MATEMATICA
Modelagem e Controle da Sintese do Acido Acrilico via Processo Fermentativo

Tabela 3.21 - Efeitos principais dos parametros cinéticos sobre a concentracdo final de
biomassa

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao
Média 11,472 0,098 0,000 11,472
K 0,190 0,196 0,386 0,095
K; 0,010 0,196 0,962 0,005
* Ky 0,930 0,196 0,009 0,465
kg -0,123 0,196 0,563 -0,062
* k; -5,040 0,196 0,000 -2,520
* Honax -1,730 0,196 0,001 -0,865
*m 0,577 0,196 0,042 0,288

* Parametros significativos (p < a; o = 0,05)
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Figura 3.7 - Efeitos estimados sobre as concentragcdes de glicose, lactato, dcido acrilico e
biomassa (a — dinAmico; b — estacionario)
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Através dos valores de “p” apresentados nas Tabelas 3.14 — 3.21, pode-se
visualizar que os parametros cinéticos (Ks) e (Umax) t€m influéncia significativa sobre as
concentracdes de glicose, dcido acrilico e biomassa obtidas ao longo do tempo. As
concentracdes de biomassa, além de influenciadas pelos parametros cinéticos (Ks) € (LUmax),

também sofrem influéncias significativas de (k).

As concentragdes de lactato sofrem influéncias significativas apenas da velocidade
especifica méxima de crescimento (Wma.x). Enquanto, que as concentragdes finais de lactato
e 4cido acrilico sdo influenciadas pela velocidade especifica maxima de crescimento (Lmax),

pelo coeficiente de manutencdo (m), pela constante de saturacdo (Ks) e pelas constantes de

inibicao (Ka) e (ky).
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Os parametros (K, Ka, K , Wmax) influenciam a concentracdo final de glicose e os

parametros (Ka, K, Umax, m) influenciam a concentracdo final de biomassa.

Nas Tabelas 3.14 — 3.21 também, é possivel visualizar a direcdo (£) dos efeitos

principais dos parametros cinéticos analisados para cada resposta desejada.

Com a realizacdo do planejamento de experimentos foi possivel identificar os
efeitos estimados dos parametros cinéticos e operacionais sobre as concentracdes de
glicose, lactato, dcido acrilico e biomassa, bem como, identificar os pardmetros
estatisticamente significativos sobre estas concentragdes para um nivel de confianga de
95%. Com o objetivo de maximizar o rendimento final de 4cido acrilico foi realizada a
otimizacdo dos parametros operacionais (Si,, Xi, € D), através da aplicacao das técnicas de
metodologia de superficie de resposta e de otimizacdo por programacdo quadritica

sucessiva. Os resultados obtidos nas otimizagdes serdo apresentados a seguir.

34 Otimizacao do Processo

Nesta secdo, serdo apresentados os resultados da otimizagdo dos pardmetros
operacionais do processo de sintese de 4cido acrilico via processo fermentativo. Para a
otimizacdo dos parametros foram utilizadas a metodologia de superficie de resposta (RSM)

e a técnica de otimizacdo por programacao quadratica sucessiva (SQP).

Os parametros operacionais (Si,, Xin € D) foram otimizados com o objetivo de
encontrar valores 6timos ou proximos destes de forma a aumentar o rendimento final de
acido acrilico. A equac¢do do rendimento foi definida como sendo:

Y, =2 (3.16)
/9 N in "~ N

Para a determinagdo dos efeitos dos parametros sobre o rendimento final de 4cido

acrilico, como também, para determinacido da equag¢do do modelo a ser otimizada através
da técnica de otimizacgdo por programacao quadritica sucessiva e para andlise da superficie
de resposta, foi realizado um planejamento composto central, tipo estrela, conforme Tabela
3.22. Os oito primeiros ensaios correspondem aos pontos 2°, os ensaios 9 a 14
correspondem aos pontos axiais € o ultimo ensaio corresponde ao ponto central. Neste

trabalho foi utilizado apenas um ensaio com ponto central (ensaio 15), pois se trata de um
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trabalho de simulacdo. A Tabela 3.23 apresenta os parametros operacionais usados no

planejamento estrela.

Tabela 3.22 - Matriz codificada dos valores dos parametros

Ensaios Sin Xin D
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 1
3 -1 1 -1
4 -1 1 1
5 1 -1 -1
6 1 -1 1
7 1 1 -1
8 1 1 1
9 -1,68179 0 0
10 1,68179 0 0
11 0 -1,68179 0
12 0 1,68179 0
13 0 0 -1,68179
14 0 0 1,68179
15 0 0 0

Tabela 3.23 - Parametros operacionais analisados no planejamento composto central

Parametros Niveis
) Ponto central (+)
Sin 90 100 110
Xin 18 20 22
D 0,450 0,5 0,550

Foram utilizados polindmios de 2° ordem e realizada a andlise de varidncia dos
parametros sobre as respostas, para um nivel de confianca de 95%. Os resultados da

ANOVA sido apresentados na Tabela 3.24.
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Tabela 3.24 - ANOVA dos parametros operacionais sobre o rendimento final de 4cido
acrilico

Fator SQ GL MQ F p
*Sin (L) 1,769 1 1,769 5.529 0,000
*Sin (Q) 0,051 1 0,051 158 0,000
*Xin (L) 1,120 1 1,120 3.500 0,000
Xin (Q) 0,000 1 0,000 0 0,953
*D (L) 0,173 1 0,173 539 0,000

D (Q) 0,000 1 0,000 0 0,689
“SinXin 0,035 1 0,035 110 0,000

“SinD 0,014 1 0,014 43 0,001

XinD 0,002 1 0,002 5 0,082
Erro 0,002 5 0,0003
SQr 3,206 9 0,356 18667
SQr 3,208 14
R’ 0,9995

* Parametros significativos (p<a; o =0,05)

Através dos valores de “p”, pode-se perceber a significancia dos trés parametros
operacionais (Sip, Xi, € D) e da interacdo entre Si, e Xj, € entre Sj, e D sobre o rendimento
final de acido acrilico, para um intervalo de confianga de 95%. Como o valor de
Falculado MQr/MQr = 1.186,67) € bem maior que o valor de Fpelago (Fos = 4,77) e o valor
do coeficiente de determinacdo do modelo (R?) estd préximo de 1, pode se dizer que o
modelo quadratico usado no planejamento estrela é adequado para verificar a variacao da

resposta em funcao dos trés parametros analisados.

No gréfico de Pareto (Figura 3.8) é possivel visualizar os efeitos dos parametros

operacionais e de suas possiveis interacdes sobre o rendimento final de 4cido acrilico.
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Figura 3.8 - Gréfico de Pareto dos efeitos dos parametros operacionais sobre o rendimento

final de 4cido acrilico

A Figura 3.9 mostra a superficie de resposta do rendimento de 4cido acrilico em

fun¢do da concentracdo de substrato alimentada no biorreator (S;,) e da taxa de dilui¢do

(D). A concentracdao de células alimentada no biorreator (Xj,) foi mantida no seu nivel

inferior (-1).
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Figura 3.9 - Superficie de resposta do rendimento de 4cido acrilico em func¢do dos

parametros operacionais
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Através da Figura 3.9 € possivel perceber que para aumentar o rendimento final de
acido acrilico, a concentracdo de substrato (S;,) € a taxa de dilui¢do (D) devem ser mantidas

em seus valores maximos (niveis superiores).

A funcdo obtida com o modelo quadritico para o rendimento final de &4cido
acrilico foi:

m m

Yy, =346097+035995,, ~02864X;, +01124D - 0091552 +0,0066635,, X, —0,04135, D (3.17)
N

Na Equacdo (3.17) foram usados apenas os parametros e as interacoes,
identificados como sendo estatisticamente significativas sobre o rendimento final de dcido

acrilico, para um nivel de confianca de 95%.

A Equacdo (3.17) foi utilizada como funcdo objetivo na otimizacdo por

programacao quadratica sucessiva, e os resultados obtidos serdo apresentados na seqiiéncia.

O algoritmo SQP corresponde a um método iterativo que gera uma seqiiéncia de
valores que converge para a solugio do problema. E um método fortemente dependente da
estimativa inicial e a partir desta, pode aproximar os valores préximos de um 6timo, como
também, pode afastd-los deste 6timo. A subrotina utilizada foi a DNCONF da biblioteca
IMSL do FORTRAN, que resolve problemas de programacdo nao linear através de

programacgdo quadratica sucessiva.

O objetivo da otimizacdo € encontrar o 6timo (miximo ou minimo) de uma

funcdo. Encontrar o méximo de uma funcdo f{x) € equivalente a encontrar o minimo de —
ftx).

A Tabela 3.25 apresenta os valores iniciais e otimizados dos pardmetros

operacionais usados no processo € os rendimentos obtidos.

Tabela 3.25 - Valores dos parametros operacionais e rendimentos de 4cido acrilico

Sin(kgm™) | Xin (kg m™) D (h") Yus
Inicio do processo 100 20 0,5 34,6
Valores otimizados 107 16,6 0,58 354

Através deste estudo de otimizacdo dos parametros operacionais foi possivel
perceber a influéncia da estimativa inicial sobre o método de otimizacdo empregado, como

também a alta sensibilidade deste em relacdo as restricoes do problema impostas,
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dificultando com isso, encontrar valores proximos do 6timo de forma a obter aumentos
considerdveis no rendimento final de 4dcido acrilico. Isso poderia ser melhorado, através da
otimizacdo dos parametros operacionais ao longo do processo (estado dindmico), de forma

que o rendimento aumentasse gradativamente.

3.5 Conclusao

Neste capitulo foi apresentado um modelo que representou a sintese de &dcido
acrilico a partir da degradacdo da glicose. Considerou-se um modelo simples nao
estruturado com células livres, onde foram descritos a formagao de lactato e 4cido acrilico,
crescimento celular e consumo de substrato num processo continuo e ideal. Através da
aplicagdo da técnica de planejamento fatorial foi possivel identificar a influéncia dos
parametros operacionais e cinéticos sobre o processo. Com a aplica¢do da metodologia de
superficie de resposta foi possivel determinar a equagdo modelo, isto é, a equagdo do
rendimento final do &4cido acrilico em fung¢do dos parametros operacionais, que foi
maximizada através da otimizagdo por programacdo quadritica sucessiva. O método de
otimizacdo SQP possibilitou otimizar os parametros operacionais (Si, Xin € D),
aumentando o rendimento final de dcido acrilico em relagdo ao consumo de substrato.
Teve-se certa dificuldade para otimizar os parametros com o algoritmo SQP, o que pode ter
sido ocasionado pela elevada sensibilidade do método de otimizacdo em relacdo as
restricdes impostas, como também, sua alta dependéncia das estimativas iniciais, as quais
sao fundamentais para a sua convergéncia. Ou ainda, pelo fato de ter sido estimado um

coeficiente de rendimento (Y a/) no inicio do processo (equacao de Monod — 3.12).
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CAPITULO IV. Modelo Matematico No Estruturado para Sintese de

Acido Acrilico via Processo Fermentativo com Células Imobilizadas

4.1 Introducao

Neste capitulo serd apresentado um modelo matematico desenvolvido para
representar a sintese de dcido acrilico via processo fermentativo. Este modelo segue um
comportamento ndo estruturado com células imobilizadas, onde o crescimento celular,
consumo de substrato e produgdo de 4cido acrilico sdo representados. Inicialmente foi
desenvolvida a modelagem do processo e realizadas as simulagdes, as quais forneceram os
perfis de concentragdes de interesse. Um biorreator tubular tipo PFR (do inglés — Plug
Flow Reactor) foi usado neste modelo. Na seqiiéncia foram aplicadas algumas técnicas de
planejamento experimental para identificar os parametros operacionais, cinéticos e de
projeto de maior significancia no processo, seguindo com a otimizacao do processo, através
da aplicacdo da metodologia de superficie de resposta e da estratégia de otimizacdo por
programacdo quadrdtica sucessiva. Neste modelo, foi considerado um processo
heterofermentativo, isto €, além do 4cido acrilico, outros produtos podem ser formados a
partir da degradacdo da glicose, porém, apenas a producdo de 4cido acrilico sera
apresentada. As equacgdes diferenciais parciais do modelo foram resolvidas através da
aplicacdo do método de colocagdo ortogonal acoplado a subrotina LSODAR e integradas

em funcio do tempo, através do método das linhas.
4.2 Modelo Matematico Nao Estruturado com Células Imobilizadas

No desenvolvimento deste modelo matemaético para representar a sintese de acido
acrilico a partir de um processo fermentativo com células imobilizadas foi considerado:

v" modelo heterogéneo (sistema bifdsico - fase sélida e fluida);

v’ processo continuo e isotérmico;

v’ sistema com células de Saccharomyces cerevisiae imobilizadas;

v composicdo de biomassa igual a: CH; 8,0 576No. 146;

v’ particulas esféricas (células imobilizadas no interior de esferas);

v

efeitos de dispersao axial.
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No processo estao envolvidos trés substratos, onde numa primeira etapa a glicose é
convertida a piruvato, o piruvato em lactato, o qual é metabolizado a acido acrilico. A

reacdo procede da seguinte forma:

C6H1206 — 2C3H403 + 2H2
C3H4,03 + Hy — C3HgO;3 4.1)
C3H603 — C3H402 + H20

A Tabela 4.1 apresenta a composi¢do e os pesos moleculares dos componentes
envolvidos na reacdo. As reacdes intermedidrias (formagao de piruvato e lactato) nao serao

apresentadas neste modelo.

Tabela 4.1 - Composicdo e pesos moleculares dos componentes da rea¢ao

Componente Composiciao Peso molecular
Glicose CgH 206 180
Piruvato C3H405 88
Lactato C5HgO3 90

Acido Acrilico C;H40O, 72
Biomassa CH, 5200,576No0,146 25

Para um modelo heterogéneo, os gradientes dentro da particula sdo considerados,
pois a concentracdo no leito é diferente da concentracdo local do fluido no sistema

(Cap# Cas).

Em sistemas biotecnoldgicos, as velocidades das reagdes sdo muitas vezes
aumentadas por biocatalisadores s6lidos, como por exemplo, células imobilizadas. Quando
as moléculas das células se juntam em uma particula sélida, os substratos devem ser
transportados para dentro do sélido para que se produza a reacdo. A transferéncia de massa
no interior das particulas sélidas ocorre por difusdo molecular. A medida que aumenta a
distancia entre os reagentes, a velocidade de transferéncia de massa exerce uma maior

influéncia no controle sobre a velocidade de reacao.

Quando a molécula € ligada a um suporte sélido inerte, ela fica sujeita a uma
circunvizinhanga, o que nao acontece quando ela estd livre no meio fluido. Isso podera se
refletir sobre os parametros cinéticos. Os efeitos da circunvizinhanca, que dependem da

natureza fisica e quimica do suporte, podem acarretar uma distribuicdo desigual do
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substrato, produto e co-fatores entre a regido vizinha ao sistema imobilizado e o restante da

solucdo (Vitolo, 2001).

A velocidade local de transferéncia de massa por difusdo pode ser considerada
proporcional a drea para a transferéncia de massa e a diferenca de concentracdo entre o

sistema e a superficie externa da célula imobilizada, de acordo com a equacdo (4.2).

o =k,a,(C, = C,) (4.2)
_ Volumedeesferasnoleito  (1-€)md;  6(1—¢) 4.3)
" Volume total do leito PN d, '
6

Para determinar o coeficiente de transferéncia de massa (k,) pode-se utilizar o
fator de Chilton-Colburn (Jp), o qual € citado na literatura, como fun¢do do nimero de

Reynolds (Re) e pode ser representado pela equagdo (4.4) (Fogler, 1992).

Sh

J,=—77—"—
P Sc¢’' Re

4.4)

Chilton e Colburn (1934 apud Cussler, 2005) reconheceram que a expressao do
fator (Jp) € boa para gases, mas ndo para liquidos. Eles acreditavam que as variagdes nos
liquidos poderiam melhorar se representadas pelo nimero de Schmidt para determinagao do
coeficiente de transferéncia de massa. Em fungdo disso, Chilton e Colburn propuseram a

seguinte analogia para a correlac@o de transferéncia de massa em paredes fluido-sélido:
2
kn,p( v A
Jp=—"-|— 4.5)
G Dy
G=uxp 4.6)
McCune e Wilhelm (apud Nath e Chand, 1996) propuseram uma equacio para

determinar o fator de Chilton-Colburn, que foi testada por Rovito e Kittrell (1973 apud

Nath e Chand, 1996) para a enzima glicose oxidase imobilizada em leito poroso, onde,

Jp =1,625Re 007 4.7

Maiores detalhes sobre a analogia de Chilton-Colburn podem ser encontrados em

Cussler (2005). Correlagdes para o coeficiente de transferéncia de massa, utilizando o fator
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de Chilton-Colburn, podem ser encontradas em Nath e Chand (1996), Incropera et al.
(1998) e Bird er al. (1960).

Para a determinacdo do fator Jp as trés equagdes (4.4), (4.5) e (4.7) foram testadas
no modelo e a equagdo (4.7) mostrou ser a mais adequada para este processo, em fungao

disso, optou-se pelo seu uso.

Os nuimeros de Reynolds (Re), Schmidt (Sc¢) e Sherwood (Sh) podem ser

determinados pelas equacdes (4.8), (4.9) e (4.10), respectivamente.

Re = PP 4.8)
U
U
Scr = 4.9)
[] pDA[]
k R
Shy == 4.10
=7 (4.10)

A

No processo de difusdo interna, o reagente (substrato) se difunde a partir da
superficie externa do poro para dentro da particula (pellet), onde se considera apenas
variacdo na superficie catalitica dos poros. A Figura 4.1 apresenta um esquema envolvendo

estas duas etapas do processo de difusdo interna.

Pellet

¥ Superficie

exterma

Figura 4.1 - Transferéncia de massa e etapas da reacdo para um pellet catalitico
(Fogler, 1992)

Para descrever a difusdo média, considerando alguma posi¢ao (r) no pellet, utiliza-

se um coeficiente de difusao efetiva (D.), onde,

D,=D,¢ 4.11)
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Para calcular a difusividade efetiva para substrato e produto no modelo
desenvolvido para representar o processo de producao de 4cido acrilico, foram utilizadas as

equagoes (4.12) e (4.13), propostas por Stremel (2001).

D =2,142x10 e %15 | (4.12)

e[subxtram]

D =2,94%107[e 014 | (4.13)

e [ produto ]

Para saber como o substrato se difunde para o interior do pellet antes da reacdao

ocorrer, determina-se o fator de efetividade interna ().

= —dobs_ (4.14)

e

O fator de efetividade (1) para substrato e produto num processo fermentativo
pode ser derivado a partir de um balango de massa, conforme equacgdes (4.15) e (4.16)

(Volesky e Votruba, 1992).

F
7(S0 - S)_ k[p]XF

y = (4.15)
\%
stk[s]Xs
F
F
== (4.16)
S
V*MK
F

A magnitude do fator de efetividade (varia de O - 1) indica a relativa importancia

da limitagd@o da reacdo e da difusdo.

Finalizando as equacdes usadas na transferéncia de massa, serdo apresentados na

seqiiéncia os balanc¢os de massa dos principais componentes envolvidos no processo.

Embora existam muitas leis para expressar a velocidade de crescimento celular,

isto é:
Células + Substrato — Células + Produtos 4.17)

A expressdo mais usada é a equacdo de Monod (Fogler, 1992), onde,
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re =ty X (4.18)

A velocidade especifica de crescimento pode ser expressa por:

S

T 4.19
™S +K, et

H=H
Na velocidade especifica de crescimento, foi considerado crescimento com um
unico substrato limitante e inibidor, inibi¢do pela concentragdo celular e inibi¢do pelo

produto, conforme equacgio (4.20).

S X

lux = lumax 2 1- exp(_ KAA) (420)
S X

Ki+S+——

Ki

O balango de massa para o crescimento celular (considerando-se a velocidade de

reproducgdo e morte celular) pode ser representado por:

‘Z—X =0,732u X -, (4.21)
t

A cinética de morte celular € um fator importante que deve ser considerado em
processos fermentativos, onde, se espera ter uma perda substancial da viabilidade celular

(Doran, 1998).
A velocidade de morte celular considerada neste processo foi:
rg =kyX +kA (4.22)

Além da constante de morte celular (kg), também, foi levado em consideracio a

morte celular devido a toxicidade do produto formado (k(A).

Para o balanco de massa do substrato na fase sélida foi considerada a formagao do

produto diretamente associado ao metabolismo energético:

as _ &ii[rz a—SJ— e S (4.23)
dt R2 r2 or or Yy s

O rendimento observado da produc¢do de biomassa em relagdo ao consumo de

substrato pode ser determinado pela equacdo (4.24).
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Y L 2 _ 22
S-S dS

x/s =

Neste modelo os coeficientes de rendimento foram estabelecidos no inicio do

Pprocesso.

Balanco de massa para 4cido acrilico na fase sélida:

dA Dy 1 0 zaAj
—_— =4 - — (u Ya )X 4.25
dt R2 ,2 ar[r or it A/X) (3:29)

A=Ay ra Yais
Xin—X 1y Yx/s

Ypaix = (4.26)

As condicdes iniciais € de contorno consideradas para a fase sdlida estdo listadas a
seguir.

Em t=0 r=R S=A=0
Condicdes de simetria no centro da particula.

S A

Em >0 r=0 @ _%_)
Jor Oor

Na superficie externa da particula foi aplicada a condi¢do para transferéncia de
massa.

Para substrato:

as

D, or =k,sR (S fuida S sstida ) (4.27)
Para produto:

0A
D, O =k,pR (A puida ~ Asatida ) (4.28)
kR

= Bip, (4.29)

Dy

A magnitude relativa da resisténcia externa e interna pode ser expressa pelo
nimero de Biot (Bi), o qual relaciona a velocidade de transporte de massa na camada

liquida estagnada ao redor da bioparticula com a velocidade de difusdo dentro da particula.
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Para nimeros de Biot altos, o tempo caracteristico para difusdo interna é grande quando

comparado com a difusdo externa, e a difusdo interna é dominante (Finlayson, 1980).

Um balango semelhante ao balanco na fase sélida (particula) € escrito para a fase
fluida. Nesta fase € considerado o efeito de dispersao, caracterizado por um coeficiente de

difusao efetiva (D,,).

Um modelo com dispersdo axial é caracterizado pelo nimero de Peclet (Pe), que
representa todos os efeitos que causam os desvios a partir de um comportamento ideal.
Como o nimero de Peclet aumenta de (0 - o), o fluxo no reator varia a partir de uma
mistura completa (CSTR) para um reator sem mistura (PFR) (Abu-Reesh e Abu-Sharkh,
2003).

Balanco de massa para o substrato na fase fluida:

2
ds, D, 0 SZF _u aSF _1 877’} (4.30)
dt 0z 0z £
a = 0u1>5< >l<)g 4.31)

A equacdo (4.31) para o célculo do coeficiente de dispersdo foi obtida de Stremel

(2001).

O balanc¢o de massa para o 4cido acrilico € mostrado na equacgao (4.32).

B 0z

dAp %A AR
a2 T e
oz

j—l_—gnrp 4.32)
£

Para resolugcdo das equagdes das fases sélida e fluida foi utilizado o método de
colocagdo ortogonal. As concentracdes no centro e na superficie da particula sdo calculadas

através das seguintes equagdes:

N
40,00 + Ao N+1YN+1 =~ X Ao 1
i=1 (4.33)

Sh N S
AN +1,0Y0 T AN+, N +1 +7 YN+ = _.ZlAN+1yi +7yf

1=

Os balancos de massa para os pontos de colocac@o internos na fase sélida sao

transformados em um sistema de equagdes diferenciais ordindrias, resultando em:
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dy,' 4D N+1 1 N+1
rarE @Bﬁy" *ZZA”'”}””X" -

J

onde, (y;) corresponde as varidveis dependentes e (r;,) € a velocidade especifica de reacao

para formagdo de produto, crescimento celular ou consumo de substrato.

Os balangos de massa da fase fluida sao substituidos pela equagdo (4.35):

dy vl g d 1-¢
fi P
=D ——B. A, |y, —nr (4.35)
dt G;{PeL i =R Ve T,

Na Figura 4.2 é apresentado um fluxograma do modelo, de forma a descrever o
funcionamento do programa que foi desenvolvido para representar a produgdo de 4cido
acrilico via fermentacdo, considerando um modelo ndo estruturado com células de
Saccharomyces cerevisiae imobilizadas. O programa foi desenvolvido em linguagem

FORTRAN .
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| Inicio |
l
Leitura dos dados de entrada, parametros de projeto e cinéticos
Ks, Ki, Ka, ka, kt,mumax, Yprx, Yxis,Yxis, Xsat,
Sin, Xin, F, Dp, Dr, L

Determinagéo do tempo de cada medida
e
tempo final do processo

Calculo dos parametros de transferéncia de massa
u, Daz, Re, Sc, Sh, JD, km, De, Bi, Pe

Cilculo das concentragdes:
- Fase s6lida (particula)
- Fase fluida
No comportamento dindmico e estaciondrio

Impressao das concentragdes
S, A X)
- Entrada e saida do reator
- Ao longo do reator (z)

Fim do programa

Figura 4.2 - Fluxograma para resolu¢do do modelo nao estruturado

Na seqiiéncia serdo apresentados os resultados da simulagdo dinadmica e
estaciondria do modelo para sintese de 4cido acrilico via fermentacdo com células

imobilizadas.

Por se tratar de um assunto recente, com poucos trabalhos publicados na literatura
e sem dados cinéticos conclusivos do processo (Lunelli et al., 2007), alguns dos dados
usados no modelo foram obtidos de Stremel (2001) e Doran (1998) e os demais foram
estimados através de simulagdes realizadas no modelo. Os pardmetros usados nas

simulagdes e seus valores sdo listados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 - Parametros usados para a resolucdo do modelo

Parametro Valor Unidade Referencia
Ka 0,01 kg m™ Estimado
kg 0,01 st Estimado
K; 100 gt Estimado
k¢ 0,009 gt Estimado
K, 24 kg m> Estimado

Wmax 0,45 s Stremel (2001)
Y asx 6,67 kg kg'1 Estimado
Y 0,03 kg kg’ Stremel (2001)
Dp 0,0003 m Estimado
Sin 150 kg m™ Estimado
Sor 150 kg m™ Estimado
Sos 0 kg m™ Stremel (2001)
Xin 20 kg m™ Doran (1998)
Xor 20 kg m™ Doran (1998)
Por 0 kg m> Estimado
Pos 0 kg m> Estimado
D, 0,05 m Stremel (2001)
Fin 0,0003 m’s” Estimado
€ 0,36 adm Doran (1998)
L 1 m Estimado
P 1.152 kg m™ Stremel (2001)
™ 4,6 kg m'h! Estimado
Xoat 80 kg m™ Stremel (2001)
m 0,5 s Doran (1998)

Como foi considerado um processo heterofermentativo, se estimou um coeficiente
de rendimento de dcido acrilico (Y ax) em relacdo ao crescimento celular de 6,67% (Y a5 =
20%) e as concentracdes de substrato e células na alimentagdo foram consideradas iguais as
concentracoes iniciais de substrato e células na fase fluida (S;, = Sor = 150kg m'3; Xin = XoF

= 20kg m™).
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A Figura 4.3 apresenta os perfis de concentracdo de glicose e 4cido acrilico
obtidos ao longo do tempo na fase fluida. Na Figura 4.4 sdo apresentados os perfis de
concentracdo de acido acrilico, glicose e biomassa obtidos ao longo do biorreator quando o

estado estaciondrio € alcancado.
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Figura 4.3 - Perfis de concentracdo de 4cido acrilico e glicose obtidos ao longo do tempo
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Figura 4.4 - Perfis de concentracdo de acido acrilico, glicose e biomassa obtidos
no estado estaciondrio

Na Figura 4.4 € possivel perceber que as concentragdes de glicose e biomassa
diminuem a medida que se aproximam da saida do biorreator. A concentracdo de dcido

acrilico aumenta gradativamente ao longo do comprimento do biorreator.
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A Figura 4.5(a — c) apresenta os perfis de concentragdo de dcido acrilico, glicose e
biomassa respectivamente, encontrados ao longo do comprimento do biorreator em
diferentes tempos de operacdo. Na Figura 4.5a pode-se visualizar que a concentracdo de
acido acrilico aumenta de forma mais acentuada até a metade do comprimento axial do
biorreator (L. = 0 — 0,5), onde ela se aproxima da concentragdo de saida. A concentracio de

glicose tem uma diminui¢do mais acentuada nesta parte do biorreator (Figura 4.5b).

Na Figura 4.5¢ pode-se perceber uma maior variacdo na concentracdo de
biomassa, quanto maior for o tempo de operacdo. Ja as concentracdes de acido acrilico e

glicose ndo apresentam variagoes entre os tempos de 3h — 30h de processo.

~ 27 =t _ 1604 b

g o] = T

2 W 407

o 214 § =

2 2 1204

T o E

< &) 100

o 151 pt

=]

3 ] ¥ T 80
e i)

S g

o 94 g 604

=] =

i3 5]

g 6 2 404

g o

Q 3 o

S o 20

e I/

O 0 y T y T y T y T y T 0

0,0 0,2 04 0,6 0.8 1,0 00 ' 0‘2 ' 0‘4 ' 0‘6 ' 0‘8 ' 1‘ 0
Posigdo axial ’ ’ f’osigﬁo axial ’ ’
[——T=3h —o—T=5h T=12h —v—T=16h ¢ T=20h —+—T=30h| (T4 7.3, o T T=12h —v—T=16h T=20h — T=304
44+ c
40,

28+

243

20+

Concentragdo de Biomassa (kg m”)

: —
0.0 02 04 06 0.8 1.0
Posigio axial
[m—T=3h —e—T=5h T=12h —v—T=16h T=20h —— T=30H]

Figura 4.5 — Perfis de concentracdo obtidos ao longo do comprimento do biorreator em
diferentes tempos de operacdo (a — 4cido acrilico; b — glicose; ¢ - biomassa)

A partir da Figura 4.6(a — c) € possivel visualizar a variacdo da concentracdo de

acido acrilico, glicose e biomassa, respectivamente, no interior do pellet em diferentes
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tempos de operagdo, na saida do biorreator. A Figura 4.6a mostra que a concentragdo de
acido acrilico € maior no interior da particula e diminui a medida que se aproxima da
superficie, enquanto que, a concentracdo de glicose ¢ maxima na superficie da particula e
diminui a medida que se aproxima do centro, apresentando o mesmo perfil de concentracao

em diferentes tempos de operagdo (Figura 4.6b).

A Figura 4.6¢c mostra que a concentracdo de biomassa, durante o crescimento
celular no interior da particula, € maxima na superficie da particula, onde a concentracdo de

glicose € maxima e a concentracao de dcido acrilico minima.
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Figura 4.6 — Perfis de concentracao no interior do pellet em diferentes tempos de operacao
(a—4cido acrilico; b — glicose; ¢ - biomassa)

A Figura 4.7(a — c), apresenta os perfis de concentracdo de glicose, 4cido acrilico e

biomassa, respectivamente, encontrados ao longo do tempo na fase fluida, em cada ponto
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de colocacdo. Na Figura 4.7(a — b) € possivel perceber que as variagdes das concentracdes
de 4cido acrilico e glicose sdo maiores proximo a saida (z = 5) e na saida do biorreator (z =
6). A concentracdo de biomassa apresenta uma maior variacdo na entrada (z = 1) e no

primeiro ponto interno (z = 2) do biorreator (Figura 4.7c¢).
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Figura 4.7 — Perfis de concentracido obtidos ao longo do tempo nos seis pontos de
colocacgdo (a — glicose; b — 4cido acrilico; ¢ — biomassa)

Com o objetivo de identificar quais parametros tem maior influéncia no processo,
em determinada condicdo de operacgdo, foi realizado o estudo da sensibilidade do modelo
através de variagdes nos parametros operacionais (Si, Xin € Fi,), como também, nos
pardmetros de projeto (D, D, e L). A Tabela 4.3 apresenta os valores dos pardmetros e as
variacOes realizadas. As variagdes foram realizadas em um parametro de cada vez,

mantendo os demais constantes. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 4.4.
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Tabela 4.3 - Variacoes realizadas nos parametros operacionais e de projeto

Parametros Variacoes
(-) Padrao +)
Sin (kg m™) 135 150 165
Fip(m’s™) 0,00024 0,0003 0,00036
Xin (kg m™) 16 20 24
D, (m) 0,00024 0,0003 0,00036
D, (m) 0,045 0,05 0,055
L (m) 0,8 1 1,2

Tabela 4.4 - Concentragdes finais obtidas ao longo do biorreator através de variagdes
realizadas nos paradmetros operacionais e de projeto

Valores
Concentracoes Inicial Sin (10%) Fin 20%) Xin (20%)
finais - + - + - +
Acido Acrilico 26,86 24,77 | 28,77 | 28,99 | 24,62 | 26,71 | 26,98
Glicose 15,72 11,16 | 21,13 | 5,07 | 26,88 | 16,46 | 15,08
Biomassa 18,17 16,29 | 20,24 | 13,08 | 22,71 | 16,99 | 19,51
Valores
Concentracoes Inicial D, (20%) D, (10%) L 20%)
finais - + - - +
Acido Acrilico 26,86 26,64 | 26,97 | 24,25 | 28,72 | 24,04 | 28,70
Glicose 15,72 16,79 | 15,13 | 28,75 | 6,38 | 29,82 | 6,51
Biomassa 18,17 18,21 | 18,06 | 23,41 | 13,79 | 23,77 | 13,96

Na Tabela 4.4 pode-se perceber uma maior variacdo nas concentracdes finais de

acido acrilico, glicose e biomassa, quando a vazao (Fj,) e as dimensdes do reator (D, e L)

sdo alteradas. Diminuindo a vazao (Fj,) em 20% de seu valor inicial € possivel aumentar em

7,92% a concentracdo final de &cido acrilico e diminuir em 67,77% e 28,03% a

concentracao final de glicose e biomassa, respectivamente.

Através da resolugdo das equagdes do modelo foi possivel determinar os perfis de

concentracdo de glicose, dacido acrilico e biomassa e posteriormente, analisar a

sensibilidade das concentragdes frente aos parametros operacionais e de projeto usados
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neste modelo. Com o objetivo de identificar os efeitos dos parametros sobre as
concentracdes, como também, possiveis interagdes entre os parametros, foram realizados

planejamentos experimentais e os resultados obtidos sdo apresentados na seqii€ncia.

4.3 Planejamento Experimental

Para poder avaliar as influéncias dos parametros operacionais, de projeto e
cinéticos sobre o processo de sintese de 4acido acrilico, foi aplicada a técnica de
planejamento experimental. Primeiramente, foram analisados os pardmetros operacionais

(Sin, Fin € Xin), através da realizacdo de um planejamento fatorial ok (k =3).

Os diferentes parametros foram avaliados em dois niveis, inferior e superior, onde
estes niveis correspondem a uma variacdo de + 20% nos valores de cada parametro,
conforme Tabela 4.5. A Tabela 4.6 apresenta a matriz codificada dos parametros, onde o

sinal (-) corresponde ao nivel inferior e o sinal (+) ao nivel superior.

Neste planejamento foram consideradas como respostas de interesse as
concentracdoes de glicose, acido acrilico e biomassa, obtidas no estado dindmico e

estaciondrio do processo.

O Software STATISTICA foi usado para gerar a matriz dos valores dos
parametros operacionais € o modelo descrito anteriormente foi usado para gerar as
respostas desejadas. As simulacdes foram realizadas de acordo com o planejamento fatorial
completo 2° especificado na Tabela 4.6. As simulagdes realizadas neste planejamento sdo

apresentadas no Apéndice B.

Tabela 4.5 — ParAmetros operacionais usados no planejamento fatorial 2

Parametros Niveis
(-) Ponto central (+)
Sin 120 150 180
Fin 0,00024 0,0003 0,00036
Xin 16 20 24
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Tabela 4.6 - Matriz codificada dos valores dos parametros operacionais

Ensayos Sin Fin Xin
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1

Depois de obtidos os valores das respostas de interesse, estes valores foram
transportados na matriz experimental e, seqiiencialmente, foi gerada a matriz dos efeitos
dos parametros sobre as respostas, bem como a tabela ANOVA (Anélise de Variancia). As
Tabelas 4.7 — 4.12 apresentam os efeitos dos parametros operacionais (Si,, Fi, € Xi,) sobre
as concentragdes de glicose, 4dcido acrilico e biomassa, respectivamente, para um nivel de

confianca de 95%, tanto no comportamento dindmico quanto no estaciondrio.

As andlises de varidncia dos parametros operacionais sobre as respostas € o0s

coeficientes de determinacdo do modelo (R?) sdo apresentados no Apéndice B.

Tabela 4.7 - Efeitos dos parametros operacionais sobre as concentragdes de glicose
(comportamento dindmico)

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 77,047 2,840 0,023 77,047

Sin 40,583 5,680 0,089 20,292

Fin -4,570 5,680 0,569 -2,285

Xin 0,740 5,680 0,918 0,370
SinFin 5,593 5,680 0,505 2,797
SinXin -6,954 5,680 0,436 -3,477
FinXin -6,193 5,680 0,472 -3,097

* Parametros significativos (p < a; o0 = 0,05)
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Tabela 4.8 - Efeitos dos parametros operacionais sobre a concentracdo final de glicose

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 18,005 0,768 0,027 18,005
Sin 18,593 1,536 0,052 9,296

* Fin 22,145 1,536 0,044 11,072
Xin -1,249 1,536 0,565 -0,624
SinFin 8,125 1,536 0,119 4,062
SinXin -1,004 1,536 0,631 -0,502
FinXin -0,620 1,536 0,756 -0,310

* Parametros significativos (p < a; o0 = 0,05)

Tabela 4.9 - Efeitos dos pardmetros operacionais sobre as concentracdes de dcido acrilico

(comportamento dindmico)

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao
Média 15,341 0,182 0,008 15,341
Sin 2,384 0,364 0,097 1,192
Fin -0,586 0,364 0,354 -0,293
Xin 1,352 0,364 0,168 0,676
SinFin 0,381 0,364 0,485 0,191
SinXin -0,109 0,364 0,814 -0,055
FinXin -0,261 0,364 0,604 -0,131

* Parametros significativos (p < a; o0 = 0,05)

Tabela 4.10 - Efeitos dos parametros operacionais sobre a concentragdo final de 4cido

acrilico
Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Meédia 27,149 0,644 0,001 27,149

* Sin 6,781 1,288 0,034 3,391

* Fin -5,929 1,288 0,044 -2,964

Xin 1,750 1,288 0,307 0,875
SinFin -0,125 1,288 0,932 -0,062
SinXin -1,299 1,288 0,419 -0,650

* Parametros significativos (p < a; o0 = 0,05)
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Tabela 4.11 - Efeitos dos parametros operacionais sobre as concentracdes de biomassa
(comportamento dinAmico)

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Meédia 17,829 1,886 0,067 17,829

Sin 1,270 3,773 0,793 0,635

Fin -1,701 3,773 0,730 -0,850

Xin 4,761 3,773 0,427 2,380
SinFin 5,358 3,773 0,391 2,679
SinXin 0,345 3,773 0,942 0,173
FinXin 0,193 3,773 0,967 0,097

* Parametros significativos (p < a; o = 0,05)

Tabela 4.12 - Efeitos dos pardmetros operacionais sobre a concentracdo final de biomassa

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 19,840 0,199 0,006 19,840

Sin 4,256 0,398 0,059 2,128

Fin 5,036 0,398 0,050 2,518

Xin 4,752 0,398 0,053 2,376
SinFin 1,446 0,398 0,171 0,723
SinXin -0,513 0,398 0,420 -0,257
FinXin -0,448 0,398 0,463 -0,224

* Parametros significativos (p < a; o0 = 0,05)

Através dos valores de “p” (p < o; o = 0,05) apresentados nas Tabelas 4.7 - 4.12,
pode-se observar que as concentragdes de glicose e dcido acrilico obtidas ao longo do
tempo, ndo sofrem influéncias significativas de nenhum dos trés parametros analisados,
considerando um nivel de confianca de 95%. A concentracdo final de dcido acrilico sofre
influéncia significativa da vazdo de alimentacdo (Fj,) e da concentracdo de substrato
alimentada no biorreator (S;;), enquanto a concentragdo final de glicose € influenciada
apenas pela vazao de alimentacdo (Fj,). As concentracdes de biomassa obtidas ao longo do
tempo e a concentracdo final de biomassa ndo sofrem influéncias significativas de nenhum

dos trés parametros operacionais analisados.
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A Figura 4.8 apresenta os efeitos de cada parametro sobre as concentragdes de
glicose, acido acrilico e biomassa durante o comportamento dindmico e estaciondrio do

Pprocesso.

Efeitos Estimados

0. [ I Gicose [[[[] Acido Actlico (/7] Biormsa_| ] [ I Gicoe [[]]] Addoclioo N Bamsa |

Figura 4.8 - Efeitos estimados dos parametros operacionais sobre as concentragdes de
glicose, 4cido acrilico e biomassa (a — dinamico; b — estaciondrio)

A partir desta andlise (dentro dos limites de valores pré-estabelecidos), pode-se
concluir que:

v" Aumentando a concentragio de S;, e diminuindo Fj,, a concentragio final de
acido acrilico aumenta;

v" Aumentando a vazdo F;,, a concentracéo residual de glicose serd maior.

Para investigar a influéncia dos pardmetros de projeto sobre as concentracdes de
glicose, acido acrilico e biomassa, também, foi realizado um planejamento fatorial 23 Os
trés parametros (Dp, D, e L) foram avaliados em dois niveis, inferior (-) e superior (+), onde
estes niveis correspondem a uma varia¢do de + 15% no valor do didmetro da particula (D,)
e no comprimento do biorreator (L) € + 5% no didmetro do biorreator (D,), conforme
Tabela 4.13. Os parametros de projeto foram variados em diferentes niveis percentuais
devido a sensibilidade dos parametros no modelo utilizado. A Tabela 4.14 apresenta a
matriz codificada dos parametros. As simulacdes realizadas neste planejamento sdo

apresentadas no Apéndice B.

E importante analisar estes parametros sobre o processo em estudo, pois caso

contrério € possivel que se tenha um processo com baixo desempenho operacional, uma vez
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que as alteracdes operacionais podem nio conduzir o processo para um desempenho

elevado.

Tabela 4.13 — Parametros de projeto usados no planejamento fatorial 2’

Parametros Niveis
(-) Ponto central +)
D, 0,000255 0,0003 0,000345
D, 0,0475 0,05 0,0525
L 0,85 1,00 1,15

Tabela 4.14 - Matriz codificada dos valores dos parametros de projeto

Ensaios D, D, L
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1

As Tabelas 4.15 — 4.20 apresentam os efeitos dos pardmetros de projeto (Dp, D, e
L) sobre as concentra¢des de glicose, 4dcido acrilico e biomassa, respectivamente, para um
nivel de confianca de 95%, tanto no comportamento dindmico quanto estaciondrio. As
andlises de varidncia dos parametros de projeto sobre as respostas e os coeficientes de

determinacdo do modelo (R?) sdo apresentados no Apéndice B.
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Tabela 4.15 — Efeitos dos parametros de projeto sobre as concentragdes de glicose
(comportamento dinAmico)

Efeito |Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Meédia 73,021 0,018 0,000 73,021
D, -0,368 0,036 0,062 -0,184
D, -0,017 0,036 0,719 -0,009
L 0,152 0,036 0,148 0,076
D,D; -0,360 0,036 0,063 -0,180
*D,L -0,613 0,036 0,037 -0,307
*D,L -0,663 0,036 0,035 -0,332

* Parametros significativos (p < a; o = 0,05)

Tabela 4.16 - Efeitos dos pardmetros de projeto sobre a concentragao final de glicose

Efeito | Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 18,018 0,018 0,001 18,018
*D, -1,228 0,037 0,019 -0,614
*D, -11,659 0,037 0,002 -5,830
*[ -18,173 0,037 0,001 -9,086
D,D; -0,007 0,037 0,875 -0,004
D,L 0,048 0,037 0,416 0,024
*D,L 1,298 0,037 0,018 0,649

* Parametros significativos (p < a; o0 = 0,05)

Tabela 4.17 - Efeitos dos parametros de projeto sobre as concentra¢des de 4cido acrilico
(comportamento dinAmico)

Efeito | Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 15,396 0,004 0,000 15,396

D, 0,074 0,007 0,062 0,037

D, 0,003 0,007 0,732 0,002

L -0,031 0,007 0,147 -0,015
D,D; 0,072 0,007 0,064 0,036
*D,L 0,122 0,007 0,038 0,061
*D,L 0,133 0,007 0,035 0,066

* Parametros significativos (p < a; o = 0,05)
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Tabela 4.18 - Efeitos dos pardmetros de projeto sobre a concentragdo final de acido acrilico

Efeito | Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 26,396 0,004 0,000 26,396
*D, 0,246 0,007 0,019 0,123
*D, 2,332 0,007 0,002 1,166
*L 3,635 0,007 0,001 1,817
D,D; 0,001 0,007 0,874 0,001
D,L -0,010 0,007 0,415 -0,005
*D,L -0,260 0,007 0,018 -0,130

* Parametros significativos (p < a; o0 = 0,05)

Tabela 4.19 - Efeitos dos parametros de projeto sobre as concentracdes de biomassa

(comportamento dindmico)

Efeito | Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 20,105 0,682 0,022 20,105
D, 1,363 1,365 0,500 0,682
D; -1,361 1,365 0,501 -0,680
L 1,368 1,365 0,499 0,684
D,D; 1,367 1,365 0,499 0,684
D,L -1,360 1,365 0,501 -0,680
D,L 1,366 1,365 0,500 0,683

* Parametros significativos (p < a; o0 = 0,05)

Tabela 4.20 — Efeitos dos parametros de projeto sobre a concentragdo final de biomassa

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 19,883 0,001 0,000 19,883
D, -0,020 0,002 0,079 -0,010
*D, -2,896 0,002 0,001 -1,448
*L -4,382 0,002 0,000 -2,191
D,D; -0,023 0,002 0,070 -0,011
*DpL -0,036 0,002 0,044 -0,018
*D,L 0,093 0,002 0,017 0,047

* Parametros significativos (p < a; o0 = 0,05)
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Através dos valores de “p” apresentados nas Tabelas 4.15 — 4.20, pode-se observar
que as interagdes entre o didmetro da particula (Dp) € o comprimento do biorreator (L) e
entre o didmetro do biorreator (D;) e (L) exercem influéncias significativas sobre as
concentracdes de glicose e 4cido acrilico durante o comportamento dindmico do processo.
As concentragdes finais de glicose e dcido acrilico sdo influenciadas pelos trés pardmetros
de projeto analisados (D,, D; ¢ L) e também, pela interacdo entre (D;) e (L). As
concentracoes de biomassa durante o comportamento dindmico ndo sofrem influéncias
significativas de nenhum dos pardmetros de projeto analisados. A concentracdo final de
biomassa € influenciada por (D;) e (L), como também pelas interagdes entre (Dp) e (L) e

entre (D,) e (L).

A Figura 4.9 apresenta os efeitos de cada parametro sobre as concentracdes de

glicose, acido acrilico e biomassa durante o comportamento dindmico e estacionério do

Pprocesso.
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Figura 4.9 - Efeitos estimados dos parametros de projeto sobre as concentragdes de
glicose, dcido acrilico e biomassa (a — dinamico; b — estaciondrio)

Comparando as Figuras 4.8 e 4.9, é possivel perceber que os efeitos estimados dos
parametros operacionais sobre as concentracdes de glicose, dcido acrilico e biomassa sdo
maiores que os efeitos estimados dos pardmetros de projeto sobre essas concentracoes,

porém, os parametros de projeto apresentam influéncias estatisticamente mais significativas

sobre as concentragdes.

Dando seqiiéncia ao estudo do comportamento dindmico e estaciondrio do

processo, foi realizada também, uma andlise dos parametros cinéticos do modelo. Os
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parametros foram variados igualmente em + 20% de seus valores iniciais, conforme Tabela

4.21.

Neste trabalho foi utilizado um planejamento Plackett-Burman com 12 ensaios e
11 graus de liberdade, onde sete graus de liberdade estdo associados aos parametros

analisados e os demais foram usados para estimacao do erro.

A Tabela 4.22 apresenta a matriz codificada para o planejamento de Plackett-
Burman com 12 ensaios. As varidveis inertes (VI,) que aparecem na matriz codificada sao
usadas para a determinacdo do erro e, assim, definir os fatores estatisticamente

significativos, através dos efeitos principais de cada um deles.

Os perfis de concentracdo de glicose, dcido acrilico e biomassa obtidos em cada
simulacdo, realizadas de acordo com planejamento de Plackett-Burman para os sete

parametros cinéticos especificados na Tabela 4.22 sdo apresentados no Apéndice B.

As respostas analisadas neste planejamento foram as concentracdes de glicose,
acido acrilico e biomassa obtidas durante o comportamento dindmico e estaciondrio do

Pprocesso.

Tabela 4.21 — Parametros cinéticos analisados no planejamento de Plackett-Burman

Parametros Niveis
(-) Ponto central (+)

K 19,2 24 28,8
Ki 80 100 120
Ka 0,008 0,01 0,012
kq 0,008 0,01 0,012
kq 0,0072 0,009 0,0108

Mmax 0,36 0,45 0,54
m 0,40 0,50 0,60
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Tabela 4.22 - Matriz codificada dos valores dos parametros cinéticos
Ensaios Ks | Ki | Ka | ka | Kt |Mmax| m | VI; | VI, | VI3 | VI4

1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1
2 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1
3 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1
4 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1
5 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1
6 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1
7 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1
8 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1
9 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1
10 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1
11 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1

[S—
[\
1
f—
1
J—
1
J—
1
J—
1
[

-1 -1 -1 -1 -1 -1

As Tabelas 4.23 — 4.28 e a Figura 4.10 apresentam os efeitos principais dos
parametros cinéticos (K, Kj, Ka, kg, ki, lmax € m) sobre as concentracdes de glicose, dcido
acrilico e biomassa, respectivamente, para um nivel de confianca de 95%, tanto no
comportamento dindmico quanto estaciondrio. As andlises de varidncia dos pardmetros
cinéticos e os coeficientes de determinacdo do modelo (R?) sdo apresentadas no Apéndice

B.

Através das Tabelas 4.23 — 4.28 € possivel visualizar que os sete parametros
cinéticos analisados no planejamento de Plackett-Burman tém influéncias estatisticamente
significativas sobre as concentragdes finais de glicose e dcido acrilico. As concentragdes de
glicose e 4cido acrilico obtidas ao longo do tempo sdo influenciadas por trés dos sete
parametros cinéticos analisados, sdo eles (K, Wmax, m). A concentragdo final de biomassa
sofre influéncia significativa de (K, kg, Wmax , M), € as concentracdes de biomassa obtidas

ao longo do tempo sofrem influéncias de (K, Kj, kg, Wmax )-
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Tabela 4.23 - Efeitos principais dos parametros cinéticos sobre as concentracdes de glicose
(comportamento dinamico)

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 72,382 0,653 0,000 72,382
* Ky 13,183 1,306 0,001 6,592
Ki -3,087 1,306 0,077 -1,543
Ka 1,939 1,306 0,212 0,969
kg -0,979 1,306 0,495 -0,490
k¢ 0,843 1,306 0,554 0,422

* Hiax -20,762 1,306 0,000 -10,381
*m -6,809 1,306 0,006 -3,405

* Parametros significativos (p < a; o = 0,05)

Tabela 4.24 - Efeitos principais dos parametros cinéticos sobre a concentracdo final de

glicose
Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao
Média 17,835 0,137 0,000 17,835
* K 10,787 0,274 0,000 5,394
* K 0,936 0,274 0,027 0,468
* Ka 1,766 0,274 0,003 0,883
* kg 1,372 0,274 0,007 0,686
* ky -1,338 0,274 0,008 -0,669
* Lhnax -13,005 0,274 0,000 -6,502
*m -10,394 0,274 0,000 -5,197

* Parametros significativos (p < a; o0 = 0,05)
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Tabela 4.25 - Efeitos principais dos parametros cinéticos sobre as concentragdes de 4dcido
acrilico (comportamento dindmico)

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao
Média 15,524 0,131 0,000 15,524
* K -2,637 0,261 0,001 -1,318
K 0,617 0,261 0,077 0,309
Ka -0,388 0,261 0,211 -0,194
kq 0,196 0,261 0,495 0,098
k, -0,168 0,261 0,554 -0,084
* thnax 4,152 0,261 0,000 2,076
*m 1,362 0,261 0,006 0,681

* Parametros significativos (p < a; o = 0,05)

Tabela 4.26 - Efeitos principais dos parametros cinéticos sobre a concentracdo final de

acido acrilico

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao
Média 26,433 0,027 0,000 26,433
* K -2,157 0,055 0,000 -1,079
* K -0,187 0,055 0,027 -0,094
* Ka -0,353 0,055 0,003 -0,177
* kg -0,274 0,055 0,007 -0,137
* k 0,268 0,055 0,008 0,134
* thnax 2,601 0,055 0,000 1,300
*m 2,079 0,055 0,000 1,039

* Parametros significativos (p < a; o = 0,05)
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Tabela 4.27 - Efeitos principais dos parametros cinéticos sobre as concentracdes de
biomassa (comportamento dindmico)

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 20,795 0,008 0,000 20,795
* K -0,220 0,017 0,000 -0,110
* K 0,057 0,017 0,028 0,028
Ka -0,031 0,017 0,144 -0,015

* kg -0,073 0,017 0,012 -0,036
k, -0,012 0,017 0,532 -0,006

* thnax 0,339 0,017 0,000 0,170
m -0,009 0,017 0,615 -0,005

* Parametros significativos (p < a; o = 0,05)

Tabela 4.28 — Efeitos principais dos parametros cinéticos sobre a concentracdo final de

biomassa
Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 19,501 0,103 0,000 19,501

* K 1,267 0,206 0,004 0,634

Ki -0,391 0,206 0,131 -0,195

Ka 0,321 0,206 0,195 0,160

* kg -2,085 0,206 0,001 -1,043

k, 0,240 0,206 0,308 0,120

* thnax -1,911 0,206 0,001 -0,955

*m -2,757 0,206 0,000 -1,379

* Parametros significativos (p < a; o = 0,05)
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Efeitos Estimados

l Il Gicose [T Acido Actilico /77 Bionmssa l

15+
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Figura 4.10 - Efeitos estimados dos parametros cinéticos sobre as concentracdes de
glicose, dcido acrilico e biomassa (a — dinamico; b — estaciondrio)

Através da realiza¢do dos planejamentos experimentais foi possivel identificar os

valores 6timos dos parametros cinéticos, operacionais e de projeto, identificados como

sendo estatisticamente significativos sobre a concentracdo final de acido acrilico

(concentracdo de maior interesse), dentro da faixa de valores estabelecida para este

processo. A Tabela 4.29 mostra os valores 6timos para estes parametros obtidos através da

aplicacdo da técnica de planejamento de experimentos.

Tabela 4.29 - Valores 6timos para os parametros analisados

Parametros Valores Parametros Valores
K 19,2 m 0,6
Ki 80 Sin 180
Ka 0,008 Fin 0,00024
kq 0,008 D, 0,000345
kq 0,0108 D; 0,0525

Winax 0,54 L 1,15
4.4 Otimizacao do Processo

Nesta secdo, serdo apresentados os resultados da otimizagdo dos parametros

operacionais e de projeto do processo de sintese de dcido acrilico via processo

fermentativo, levando em consideracio um modelo ndo estruturado com células de

Saccharomyces cerevisiae imobilizadas. Para a otimiza¢do dos parametros foram utilizadas
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a metodologia de superficie de resposta (RSM) e a técnica de otimizagdo por programagao

quadratica sucessiva (SQP).

Os parametros operacionais (Sin, Xin € D) e de projeto (D, D; e L) foram
otimizados com o objetivo de encontrar valores 6timos ou préximos destes de forma a
aumentar a concentracdo final de dcido acrilico. Neste planejamento procurou-se avaliar
apenas a concentracdo final em relacdo aos parametros operacionais e de projeto, pois,
devido ao fato de ter sido estimado um rendimento (Y a5 = 20%) no inicio do processo, nao
se conseguiu aumentar o rendimento final através da variacdo dos parametros operacionais

e de projeto.

Para a determinagdo dos efeitos dos parametros sobre concentracao final de 4dcido
acrilico, como também, para determinacdo da equagdao do modelo a ser otimizada através
da técnica de otimizacdo por programacgio quadratica sucessiva e para andlise da superficie
de resposta, foram realizados planejamentos composto central, tipo estrela, conforme
Tabela 4.30. Os oito primeiros ensaios correspondem aos pontos 2%, os ensaios 9 a 14
correspondem aos pontos axiais € o uUltimo ensaio corresponde ao ponto central. Neste
trabalho foi utilizado apenas um ensaio com ponto central (ensaio 15), pois se trata de um

trabalho de simulacao.

Tabela 4. 30- Matriz codificada dos valores dos pardmetros

Ensaios Sin Xin Fin
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 1
3 -1 1 -1
4 -1 1 1
5 1 -1 -1
6 1 -1 1
7 1 1 -1
8 1 1 1
9 -1,68179 0 0
10 1,68179 0 0
11 0 -1,68179 0
12 1,68179 0
13 0 0 -1,68179
14 0 0 1,68179
15 0 0 0
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A Tabela 4.31 apresenta os parametros operacionais € de projeto usados nos
planejamentos. Inicialmente, foi realizado um planejamento estrela para os pardmetros

operacionais e posteriormente, para os parametros de projeto.

Tabela 4.31 - ParAmetros operacionais e de projeto analisados no planejamento estrela

Parametros Niveis
) Ponto central (+)
Sin 135 150 165
Xin 18 20 22
Fin 0,00027 0,0003 0,00033
D, 0,00027 0,0003 0,00033
D, 0,0475 0,05 0,0525
L 0,9 1 1,1

Para determinagio das equag¢des do modelo foram utilizados polindmios de 2°
ordem e realizada a andlise de variancia dos parametros sobre a resposta, para um nivel de

confianc¢a de 95%.

Os resultados da ANOVA dos parametros operacionais sdo apresentados na

Tabelas 4.32. Para célculo do erro foi ignorado um efeito (Si,Fin).

No gréfico de Pareto (Figura 4.11) € possivel visualizar os efeitos dos parametros

operacionais e de suas interagdes sobre a concentracdo final de 4cido acrilico.

Através da Tabela 4.32 e da Figura 4.11, € possivel visualizar que apenas os
parametros S;, e Fj, exercem influéncias significativas sobre a concentracdo final de acido

acrilico.

A concentragdo de substrato alimentada no biorreator (Si,) tem efeito positivo
sobre a concentracgao final de 4cido acrilico, enquanto a vazdo (Fj,) tem efeito negativo, isto
€, para que se consiga aumentar a concentracao final de 4cido acrilico, S;, deve ser mantido
em seu valor maximo (nivel superior) e Fj, em seu valor minimo (nivel inferior), conforme

mostra a Figura 4.12.
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Tabela 4.32 - ANOVA dos parametros operacionais sobre a concentracdo final de 4cido
acrilico
Fator SQ GL MQ F p
Sin (L) 45,558 1 45,558 207,672 0,000007
Sin (Q) 0,103 1 0,103 0,468 0,519
Xin (L) 1,049 1 1,049 4,781 0,072
Xin (Q) 0,028 1 0,028 0,128 0,733
*Fin (L) 14,527 1 14,522 66,196 0,0002
Fin (Q) 0,019 1 0,019 0,085 0,780
SinXin 0,455 1 0,455 2,073 0,199
XinFin 0,577 1 0,577 2,632 0,156
Erro 1,316 6 0,219
SQr 62,270 8 7,784 4
SQr 63,586 14
R’ 0,9793

* Parametros significativos (p<o; o0 =0,05)

Sin(L)

F,, (L)

1444

uuuuuuu

Xin(L)

| hsesss

%////////% —},56“48
%///////% 1:439961

X (DF;, (L)

S (L)X, (L)

%////% 0;684249

Sin(Q)

Xin(Q)

—0,357‘%5}

F,(Q)

o

p=,05
Efeito estimado padronizado (valor absoluto)

Figura 4.11 - Grafico de Pareto dos efeitos dos parametros operacionais sobre a
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" 30 B 28 [ 26 [ 24 N 22

Figura 4.12 - Superficie de resposta da concentracio de 4cido acrilico em fun¢do dos
parametros operacionais

A fungdo obtida com o modelo quadritico para a concentra¢do final de 4cido

acrilico em fun¢do dos parametros operacionais foi:

AA=26786+18265,, —013052 +0277X,, —0.068X 2 —1,032F,, —0,056F > +0,2385, X, —0.269X, F,

in“tin in"in

(4.36)

Na Equacdo (4.36) foram usados todos os pardmetros operacionais € suas
interacdes. Esta equacgado foi utilizada como funcao objetivo na otimizagdo por programacgao

quadratica sucessiva, onde se procurou maximizar a concentragao final de dcido acrilico.

A Tabela 4.33 apresenta os valores iniciais e otimizados dos parametros

operacionais e as concentragdes obtidas com esses valores.

Tabela 4.33 - Valores dos parametros operacionais e concentracdes de dcido acrilico

Sinkgm™) | Xin(kgm”) Fin(m’ s™) AA (kg m”)
Inicio do processo 150 20 0,0003 26,74
Valores otimizados 175,23 23,37 0,000249 32,67
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Depois de otimizados os parametros operacionais, foi realizado o planejamento
estrela para os pardmetros de projeto, com objetivo de encontrar valores 6timos para estes
parametros e, assim, maximizar a concentracdo final de 4cido acrilico. Para este

planejamento foram usados os valores otimizados dos parametros operacionais.

Os resultados da ANOVA dos pardmetros de projeto sdao apresentados na Tabela
4.34. No grafico de Pareto (Figura 4.13) € possivel visualizar os efeitos dos pardmetros de

projeto e de suas interagdes sobre a concentragao final de 4cido acrilico

Tabela 4.34 - ANOVA dos parametros de projeto sobre a concentracdo final de 4cido
acrilico

Fator SQ GL MQ F p
D, (L) 0,006 1 0,006 0,113 0,751
Dy (Q) 0,019 1 0,019 0,367 0,571
*D; (L) 19,861 1 19,861 385,378 0,000006
D (Q) 0,122 1 0,122 2,373 0,184
*L(L) 24,432 1 24,432 474,084 0,000004
L (Q) 0,192 1 0,192 3,735 0,111
DDy 0,117 1 0,117 2,263 0,193
D,L 0,007 1 0,007 0,144 0,719
D.L 0,165 1 0,165 3,208 0,133
Erro 0,258 5 0,052
SQr 44,841 9 4,983 P8
SQr 45,099 14
R’ 0,9943

Através do valor de Feyculado (Fre = 95,83). que € aproximadamente vinte vezes
maior que o valor de Fupelado (Fos = 4,77) e pela variacdo explicada de 99,43% pode-se
dizer que o modelo quadratico usado no planejamento composto central, é adequado para
verificar a variacdo da concentragdo final de dcido acrilico em fun¢do dos parametros

analisados (Dp, D; e L).
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Figura 4.13 - Gréfico de Pareto dos efeitos dos parametros de projeto sobre a concentracao
final de 4cido acrilico

A Figura 4.14 mostra a superficie de reposta da concentracdo final de &4cido

acrilico em fun¢do dos parametros de projeto (D; e L).

B 34 B 32 [ ] 30 [ 28 M 26

Figura 4.14 - Superficie de resposta da concentracio de 4cido acrilico em fun¢do dos
parametros de projeto

Através das Figuras 4.13 e 4.14 e também, dos valores de “p” apresentados na

Tabela 4.34, pode-se perceber que o diametro do biorreator (D;) e o comprimento (L)
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exercem influéncias estatisticamente significativas sobre a concentragdo final de 4cido
acrilico, para um intervalo de confianca de 95%. Os dois pardmetros (D; e L) t€ém efeitos
positivos sobre a concentragdo, consequentemente, para que se consiga aumentar a
concentracdo final de acido acrilico, os valores de (D;) e (L) devem ser maximos (dentro

dos limites estabelecidos no planejamento).

A funcdo obtida com o modelo quadritico para a concentracdo final de 4cido

acrilico em fun¢do dos parametros de projeto foi:

AA=32,694+0,021D, —0,056D; +1,206D, —0,143D} +1338L—0,178L* —
4.37
0121D,D, +0,031D,L—0,144D, L 437

A Equacao (4.37) foi usada como funcdo objetivo na otimiza¢do por programagao
quadratica sucessiva, onde se consegui otimizar os parametros de projeto (Dp, D, e L) e
assim, maximizar a concentracdo final de dcido acrilico, considerando um rendimento

(Y ass) de 20%.

A Tabela 4.35 apresenta os valores dos parametros operacionais e de projeto
usados no inicio do processo, seus valores otimizados e as concentragdes finais de acido
acrilico. Através da otimizacdo dos parametros operacionais e de projeto foi possivel

aumentar a concentracao final de 4cido acrilico em aproximadamente 33%.

Tabela 4.35 - Valores dos parametros operacionais e de projeto e concentragdes finais de
acido acrilico

Sin Xin Fin D, D, L AA
kgm?) | (kgm?)| m*sh) | (@m) m | m | kgm?
Inicio do processo 150 20 0,0003 0,0003 0,05 1 26,74
Valores otimizados | 175,23 23,37 | 0,00025 | 0,0003 0,05 1 32,67
Valores otimizados | 175,23 23,37 | 0,00025 | 0,00029 | 0,054 1 35,58

4.5 Conclusao

Neste capitulo foi apresentado um modelo ndo estruturado com células
imobilizadas, que representou a sintese de dcido acrilico a partir da degradacdo da glicose.
Durante o desenvolvimento deste modelo percebeu-se uma maior dificuldade em relacdo ao
modelo apresentado no Capitulo III, devido a certa complexidade do método de colocagao

ortogonal quando comparado ao método de Runge-Kutta, como também, por se tratar de
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um modelo heterogéneo, onde foi necessario descrever balangos de massa, tanto para a fase
fluida quanto para a fase sélida. Através da aplicacdo da técnica de planejamento fatorial
foi possivel identificar a influéncia dos parametros operacionais, de projeto e cinéticos
sobre o processo. Com a aplicagdo da metodologia de superficie de resposta foi possivel
encontrar condicdes de operacdo e de projeto que aumentaram a concentracdo final de
acido acrilico, e também, determinar a equacdo do modelo que foi utilizada posteriormente,
na otimizacdo por SQP. Com a aplicacdo da estratégia de otimizagcdo por programacgao
quadratica sucessiva foram obtidos valores Otimos dos pardmetros operacionais e de

projeto, conseguindo assim, aumentar a concentracao final de 4cido acrilico.
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CAPITULO V. Modelo Matemitico Estruturado para a Sintese de Acido

Acrilico via Processo Fermentativo com Células Livres

5.1 Introducao

Neste capitulo serd apresentado um modelo matematico com células de
Saccharomyces cerevisiae livres. O processo fermentativo consiste na conversao de glicose
em piruvato (processo de glicélise), lactato, biomassa e acido acrilico como produto final
do processo. Neste modelo a composi¢ao da biomassa serd considerada. Inicialmente foi
desenvolvida a modelagem do processo e realizadas as simulagdes. Na seqiiéncia foram
aplicadas técnicas de planejamento experimental, com o objetivo de identificar os
parametros operacionais e cinéticos que exercem influéncias significativas sobre o
processo. Depois de identificados os efeitos de cada parametro, foi realizada a otimizacao
dos parametros operacionais do processo, através da aplicacdo do método de otimizagao
por programacdo quadratica sucessiva, com o objetivo de encontrar condi¢cdes Otimas de
operacdo de forma a maximizar o rendimento final de &cido acrilico. Para finalizar o
trabalho, foi realizado o controle do processo com a aplicacdo da estratégia de controle em

duas camadas.

5.2 Modelo Matematico Estruturado com Células Livres

O modelo que serd apresentado neste capitulo descreve um processo fermentativo,
onde a glicose (substrato) € convertida em piruvato (processo de glicdlise), lactato, dcido

acrilico (produto final) e em biomassa.

Foi considerado um processo anaerébio, com formagdo de produto associado ao
crescimento celular e o modelo como sendo bioquimicamente estruturado de dois
compartimentos. O sistema foi considerado como sendo uma mistura ideal (CSTBR) com

fluxo continuo, caracterizado por uma taxa de dilui¢do (D).

O modelo desenvolvido foi baseado no trabalho de Lei et al. (2001).
v' Modelo de Lei et al. (2001): um modelo bioquimico estruturado que

descreve o crescimento aerdbio de Saccharomyces cerevisiae em um meio limitado de
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glicose e/ou etanol. A formulacdo do modelo é baseada em observacdes experimentais do
metabolismo do piruvato sobre taxa de diluicdo critica, onde o piruvato e o acetaldeido sdao
importantes pontos de ruptura. Mais detalhes sobre o modelo de Lei er al. (2001) sao

apresentados no Anexo (A).

Antes de desenvolver o modelo estruturado para representar a sintese
biotecnoldgica de dcido acrilico, reproduziu-se o modelo proposto por Lei ef al. (2001). O
modelo foi desenvolvido em linguagem FORTRAN. Para resolu¢do das equagdes
diferenciais ordindrias do modelo utilizou-se o método de Runge-Kutta 4* ordem. Depois
de se conseguir resultados muito préximos do trabalho original, os parametros cinéticos do
modelo foram ajustados através da aplicacdo da técnica de otimizagdo por algoritmo
genético (do inglés — Genetic Algorithm - GA). A otimizagao dos parametros cinéticos por

GA foi desenvolvida por Rivera (2006). Os resultados sdo apresentados no anexo A.

O modelo de cinética estruturada foi baseado na cinética de Michaelis-Menten e

considerou-se que:

v/ Piruvato e biomassa sdo produzidos a partir da degradacio da glicose;

v' A biomassa formada a partir da glicose e do lactato é distribuida dentro de
um compartimento ativo semelhante em todas as partes da célula, que estd diretamente
associado ao crescimento;

v" Producdo de biomassa a partir de lactato, com inibi¢do por excesso de
glicose;

v' Producio de enzima lactato desidrogenase a partir da parte ativa do material
celular;

v O desaparecimento do compartimento celular ativo € dependente da

concentracdo de acido acrilico e glicose.

As reagdes consideradas neste modelo podem ser representadas de acordo com:
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Glicose — Ry 2 Piruvato
Glicose ——%2 X,

Piruvato R% Lactato

Lactato —%— Acido Acrilico+ H,0 5.1)
Lactato —3 X,

X, — Xy

X LN degrad¢ao

a

A Figura 5.1 mostra uma rota representativa envolvida no processo de producio de

acido acrilico e, também, as taxas reacionais.

Piruvato =TT T S S
Y2 Sx
P Piruvato \\
e \\
V4 AN
Lactato vy, A
1. Rs A\
/
/ \
¥ R\
I{I . A \
AC.I(?O <«4—— Lactato |
1“ Acrilico I,,l Glicose
c A W\ Rs )I'
cido i
Acrilico \ )
N R, K/
\\\ X, €— Glicose ///
\\\ 7 /\g ///
N e L N __ 4
\K\\\ ; X ADH //7/
\\\\\ ~ ////////

Figura 5.1 - Rota metabdlica representativa

As taxas reacionais usadas no modelo sio descritas a seguir.

Sl Soli
R = kl glicose . +k1a glicose X, (5.2)
Sglicose +Kj Sglicose + Ky,
Sl 1
Ry = k2 glicose X, (5.3)
Sglicose +K, 1+(Slactat0 j
Ky;
Spimvato
Ry =k; X, (5.4)

Spiruvato +K3
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Slactat
R4 :k4%Xa (5.5)
Stactato + K4
S 1
RS — k5 lactato Xa (56)
Stactatot Ks 1+K5iS glicose
Sglicose Stactato 1
Rg =k + X, (5.7)
Sglicose +Kg Slactato™ Keq K6iSac.acrz’lico+1
Sgli cose S il
R7 — k7 I - bt S Xa + k7a ac.acrilico Xa (58)
Sgli cose T K7 Sac.acrilico + K7a

A taxa de reacdo (R;) descreve a degradacao da glicose e o caminho glicolitico e, €
representada por duas equagdes de Michaelis-Menten. (R;) representa o crescimento celular
(formagdo de biomassa) a partir da glicose com inibi¢do pelo lactato. A biomassa formada é

armazenada dentro de um material celular ativo (X,).

As taxas de reac@o (Ri) e (R4) descrevem a formagdo de lactato e acido acrilico,

respectivamente.

A equacgdo (Rs) corresponde a formacdo de biomassa a partir de lactato, onde um
termo de inibicdo pela glicose € incluido na equagdo. A equagdo (Re) descreve a formagao
de lactato desidrogenase a partir do componente ativo do material celular (X,), responsavel

pela sintese de proteinas.

A equacdo (R;) mostra a degradacdo do compartimento ativo (X,), que €
dependente da concentracdo de acido acrilico e glicose presente no meio. Estas taxas de
reacdo, como também, os parametros cinéticos foram obtidos de Lei et al. (2001) e

modificados para descrever o processo de produgdo de 4cido acrilico.

Os balancos de massa dos principais componentes do sistema foram baseados nas

taxas reacionais apresentadas anteriormente, e podem ser descritos da seguinte forma:

Balango de massa para glicose (substrato) com uma concentracao (S;,) na corrente
de alimentagao:

‘;—fz—(Rl +R)X +D(S, —S) (5.9)

Balan¢o de massa para piruvato:
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CCZZ—P = (0,978R; — R3)X — D(P) (5.10)
t

Balanco de massa para lactato:

‘2—L= (1,023R; — R4 — R5)X — D(L) (5.11)
t
Balanco de massa para 4cido acrilico:
”;—A = (0,.8R;)X — D(A) (5.12)
t

Balangco de massa para células com uma concentracdo (Xj,) na corrente de

alimentacdo:

‘il_)f =(0,732R, +0.821R5)X + D(X,;, —X)  (5.13)

Balan¢o de massa para o componente celular ativo (X,):

X,
dt

=0,732Ry + 0,821R5 — R — R7 — (0,732R, + 0,821R5) X , (5.14)
Balango de massa para a enzima lactato desidrogenase (Xyaan):

94X Ladn Ladl = Rg (0732 +0821RS) X oy (5.15)
t

O conjunto de equagdes diferenciais ordindrias do modelo foi resolvido pelo
método de Runge-Kutta 4* ordem. Na Figura 5.2 é apresentado um fluxograma do modelo,
de forma a descrever o funcionamento do programa desenvolvido para representar a sintese

de 4cido acrilico a partir de um modelo estruturado com células livres.
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Inicio
[

Leitura dos dados de entrada e parAmetros cinéticos

Determinacao do tempo de cada medida
e
tempo final do processo

Cilculo das concentragdes:
No comportamento dindmico

Impressdo das concentracdes
(S, P, L, A, Xa, XLadh) na saida do biorreator

Fim do programa

Figura 5.2 - Fluxograma para resolucao do modelo estruturado

A Tabela 5.1 apresenta as condi¢Oes iniciais e de operacdo dos principais
componentes do processo. A Tabela 5.2 apresenta os valores dos parametros cinéticos
usados na simulacdo do modelo estruturado para sintese do dcido acrilico com células
livres. Inicialmente, foram usados os parametros cinéticos disponiveis em Lei et al. (2001),
mas estes nao foram adequados para representar a sintese de dcido acrilico. Em fungao
disso, foram estimados valores para os parametros cinéticos através de simulacdes e 0s que

melhor representaram os perfis de concentracdo foram usados para avaliagdo do modelo.

Tabela 5.1- Condi¢des iniciais e de operagdo usadas no modelo

Parametros Valor Parametros Valor
Sin 100 Ao 0,00001
So 10 Xin 20
Pin 0 Xo 5
Py 0,00001 Xa 0,36
Lin 0 XLadh 0,01
Lo 0,00001 D 0,05
Ain 0 Xin 20
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Tabela 5.2 - Parametros cinéticos

Parametros Valor Parametros Valor
ki 1,2 K, 0,01
Kia 0,40 K; 0,0235
ko 0,191 K4 0,05
ks 0,634 Ks 0,1231
k4 0,599 Ke 0,0231
ks 0,022 Kea 0,0011
ke 0,0112 K 0,21
k; 0,00295 K7, 0,01
k7a 0,009 Koi 0,09
K, 0,05792 Ksi 3,90
Kia 0,02 Kei 0,50

A Figura 5.3 apresenta os perfis de concentragdo dos principais componentes do
processo, obtidos ao longo do tempo na saida do biorreator. A concentra¢ido de substrato
aumenta inicialmente com o tempo, atingido uma concentracdo de 13,86kg m™ e a partir da
4* hora do processo a concentragdo comega a diminuir até atingir uma concentra¢do de
0,03kg m>. A concentragdo de piruvato atinge um valor méximo de 18,30kg m™ em nove
horas de processo e, a partir deste momento sua concentragdo comeca a diminuir, sendo

consumida quase que totalmente em 28 horas.

Na Figura 5.3b é possivel visualizar que a concentracdo de lactato aumenta
gradativamente durante as 28 horas de processo, decaindo a partir deste momento
(consumo total de piruvato). A concentracdo de biomassa aumenta em equilibrio com o

consumo de substrato (Figura 5.3c).

Com uma concentracao inicial de substrato (Sp) de 10kg m'3, uma concentracao de
substrato na alimentacdo (Si,) de 100kg m> e uma taxa de diluicao (D) de 0,05h'1, foi

possivel atingir uma producio de 54,63kg m™ de 4cido acrilico em 30 horas de processo.

A Figura 5.4 mostra a quantidade de células ativas (X,) e de enzimas lactato
desidrogenase produzidas ao longo de 30 horas de processo para uma taxa de dilui¢dao (D)

de 0,05h".
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Figura 5.3 - Perfis de concentragdo obtidos ao longo do tempo para D =0,05h™
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(Xragn) produzidos ao longo do tempo
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Para analisar a influéncia da taxa de diluicdo (D) sobre as concentracdes de
glicose, piruvato, lactato, acido acrilico e biomassa e sobre a quantidade de material celular
ativo (X,), foram realizadas variacdes na taxa de dilui¢do (0,05 — O,5h'1). Os resultados

obtidos podem ser visualizados na Figura 5.5.
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Figura 5.5 — Efeitos da taxa de dilui¢do sobre as concentracdes e sobre X,
(a — glicose; b — piruvato; ¢ — lactato; d - 4cido acrilico; e — biomassa; f - X,)
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Através da Figura 5.5 pode-se perceber que as concentragdes de glicose e
biomassa e a quantidade de material celular ativo (X,) aumentam a medida que a taxa de
dilui¢do aumenta. A concentracio de piruvato é maxima numa taxa de dilui¢do de 0,4h™",
enquanto que, a maxima concentracio de lactato e dcido acrilico sdo alcangadas com taxas

de diluicdo de 0,07h'1 e 0,06h'1, respectivamente.

A partir das simulacdes do modelo e das condi¢des operacionais usadas, ndo se
conseguiu alcancar um estado estaciondrio no processo. As concentracdes atingiam um
valor maximo e em seguida diminuiam, ndo conseguindo manter um valor constante. Este
comportamento pode ter sido ocasionado por se adaptar o modelo de um modelo de

crescimento com um meio limitado por glicose e/ou etanol.

Depois da obtengdo dos perfis de concentracao durante o comportamento dindmico
do processo, procurou-se identificar a influéncia dos parametros operacionais e cinéticos

sobre o processo, através da realizacdo de planejamentos de experimentos.

5.3 Planejamento Experimental

Na seqiiéncia serdao apresentados os planejamentos experimentais, realizados para
se poder avaliar a influéncia dos parametros operacionais e cinéticos sobre o processo de

sintese de acido acrilico com células livres.

Inicialmente foi realizado um planejamento fatorial 2° para identificar a influéncia
dos parametros operacionais sobre o processo em estudo. Os diferentes parametros foram
avaliados em dois niveis, inferior (-) e superior (+), onde estes niveis correspondem a uma
variacdo de + 50% nos valores de cada parametro, conforme Tabela 5.3. A Tabela 5.4

apresenta a matriz codificada dos parametros.

Neste planejamento foram consideradas como respostas de interesse as
concentracdes de glicose, piruvato, lactato, 4dcido acrilico e biomassa, obtidas durante o

comportamento dindmico do processo.

O Software STATISTICA foi usado para gerar a matriz dos valores dos
parametros e o modelo descrito anteriormente foi usado para gerar as respostas desejadas.
As simulacdes foram realizadas de acordo com o planejamento fatorial completo 2°
especificado na Tabela 5.3. As simulacdes realizadas neste planejamento sdo apresentadas

no Apéndice C.
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Tabela 5.3 — ParAmetros operacionais usados no planejamento fatorial 2

Parametros Niveis
(-) Ponto central (+)
Sin 50 100 150
Xin 10 20 30
D 0,025 0,05 0,075

Tabela 5.4 - Matriz codificada dos valores dos parametros operacionais

Ensaios Sin Xin D
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1

As Tabelas 5.5 — 5.9 apresentam os efeitos dos parametros operacionais (Sin, Xin €
D) sobre as concentracdes de glicose, piruvato, lactato, dcido acrilico e biomassa,

respectivamente, para um nivel de confianca de 95%.

As andlises de variancia dos parametros operacionais e os coeficientes de

determinacdo do modelo (R?) sdo apresentados no Apéndice C.
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Tabela 5.5 - Efeitos dos parametros operacionais sobre as concentracdes de glicose

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 11,951 0,001 0,000 11,951

" Sin 4,058 0,003 0,000 2,029

* Xin -0,133 0,003 0,012 -0,066

"D 3,533 0,003 0,000 1,766
SinXin 0,003 0,003 0,500 0,001
* SinD 1,998 0,003 0,001 0,999
" XinD -0,063 0,003 0,025 -0,031

* Parametros significativos (p<o; 0=0,05)

Tabela 5.6 - Efeitos dos parametros operacionais sobre as concentracdes de piruvato

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 0,934 0,001 0,001 0,934
Sin 0,003 0,003 0,500 0,001

" Xin 0,068 0,003 0,024 0,034
°D 0,033 0,003 0,049 0,016
SinXin 0,003 0,003 0,500 0,001
SinD 20,003 0,003 0,500 20,001
R 0,033 0,003 0,049 0,016

* Parametros significativos (p<o; 0=0,05)

Tabela 5.7 - Efeitos dos parametros operacionais sobre as concentracdes de lactato

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 1,311 0,004 0,002 1,311
Sin 0,068 0,008 0,070 0,034

" Xi 0,323 0,008 0,015 0,161
°D 0,103 0,008 0,046 0,051
SinXin 0,038 0,008 0,126 0,019
SinD 20,023 0,008 0,205 0,011
* XinD 0,143 0,008 0,033 0,071

* Parametros significativos (p<o; 0=0,05)
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Tabela 5.8 - Efeitos dos parametros operacionais sobre as concentracdes de dcido acrilico

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 4,789 0,011 0,001 4,789
Sin 0,083 0,023 0,170 0,041

* Xin 1,633 0,023 0,009 0,816
"D 0,688 0,023 0,021 0,344
SinXin 0,058 0,023 0,237 0,029
SinD 10,038 0,023 0,344 20,019
" XinD 0,763 0,023 0,019 0,381

* Parametros significativos (p<o; 0=0,05)

Tabela 5.9 - Efeitos dos parametros operacionais sobre as concentracdes de biomassa

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao
Média 12,160 0,030 0,002 12,160
Sin 0,110 0,060 0318 0,055
" Xi 4,840 0,060 0,008 2,420
°D 3,070 0,060 0,012 1,535
SinXin 0,080 0,060 0,410 0,040
SinD 0,070 0,060 0.451 20,035
* XinD 2,310 0,060 0,017 1,155

* Parametros significativos (p<o; 0=0,05)

€C_ %

Através dos valores de “p” apresentados nas Tabelas 5.5 — 5.9, pode-se observar
que as concentracdes de piruvato, lactato, dcido acrilico e biomassa sofrem influéncias
significativas da concentragdo de células alimentadas no biorreator (Xj,), da taxa de
diluicao (D) e da interagdo entre elas (X, D). As concentracdes de glicose sdo influenciadas
pelos trés parametros analisados (Sin, Xin € D) e pelas interacdes entre (Si,) e (D) e entre

(Xin) € (D), considerando um nivel de confianca de 95%.

A Figura 5.6 apresenta os efeitos de cada pardmetro sobre as concentragdes de
glicose, piruvato, lactato dcido acrilico e biomassa durante o comportamento dindmico do

Pprocesso.
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Figura 5.6 - Efeitos estimados dos pardmetros operacionais sobre as concentra¢des de
glicose, piruvato, lactato, acido acrilico e biomassa

7

Efeitos Estimados

n

Para avaliar a influéncia dos parametros cinéticos do modelo sobre as
concentracoes de interesse, foi realizado planejamento do tipo Plackett-Burman. Os
parametros foram variados igualmente em + 10% de seus valores iniciais, conforme Tabela
5.10. Foi utilizado um planejamento Plackett-Burman com 32 ensaios € 31 graus de
liberdade, onde 22 graus de liberdade estdo associados aos parametros analisados e 0s
demais foram usados como varidveis inertes (VI,) para determinag¢do do erro e, assim,
definir os fatores estatisticamente significativos, através dos efeitos principais de cada um.
A Tabela 5.11 apresenta a matriz codificada para o planejamento de Palckett-Burman com

32 ensaios.

As Tabelas 5.12 — 5.16 apresentam os efeitos dos parametros cinéticos analisados
sobre as concentracoes de glicose, piruvato, lactato, &cido acrilico e biomassa,

respectivamente, para um nivel de confianga de 95%.

As andlises de varidncia dos parametros cinéticos e os coeficientes de

determinacdo do modelo (R?), sdo apresentadas no Apéndice C.
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Tabela 5.10 - Parametros cinéticos analisados no planejamento de Plackett-Burman

Parametros Niveis

(-) Ponto central (+)
I§} 1,08 1,20 1,32
Kia 0,36 0,40 0,44
ko 0,1719 0,191 0,2101
k3 0,5706 0,634 0,6974
ky 0,5391 0,599 0,6589
ks 0,0198 0,022 0,0242
Ko 0,01008 0,0112 0,01232
k7 0,00265 0,00295 0,00324
k7 0,0081 0,009 0,0099
Ky 0,052 0,058 0,064
Kia 0,018 0,02 0,022
K, 0,009 0,01 0,011
K3 0,0212 0,0235 0,0259
K4 0,045 0,05 0,055
Ks 0,1108 0,1231 0,1354
Ks 0,0208 0,0231 0,0254
Kea 0,0099 0,011 0,0121
K7 0,189 0,21 0,231
K7a 0,009 0,01 0,011
Ko 0,081 0,09 0,099
Ksi 3,51 3,90 4,29
Kei 0,45 0,50 0,55
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Tabela 5.11- Matriz codificada dos valores dos parametros cinéticos

K | K [ Ko K5 | Ko | Ks | Ko | k7 | Kna | Ky | Kio | Ko | K | Ks | Ks | Ko | Kea | Kr | Kra | Kot | Ksi | K | VL | VI, | VI3 | VI, | VI5 | VI | VI, | VIg | Vi,
U [0 a1 1| 1| o o t| o[t t| 1] 1] || ] a| 1| 1] 1| 1| 1 T 1| 1| 1| 1| 1
2 | 1| A a|a| x| a1 1| 1| t| vt o 1| 1] 1| 1| t| 1| 1| 1| 1| 1| a| a| 1| 1] 1] 1] 1
3 | 1| 1| 4|41 -1]| 1] 1| t| 1| 1| 1| 1| 1| 1| 1| 1] 1| 1| 1| 1| 1] 1 | 1| 1| 1] 1] 1] 1] 1
1| t[aaa[ i a|a| x| a| a|a | o[ t|-a] x| 1t 1| 1] 1| 1 [ 1 T 1| 1] 1| 1| 1
5 || A v || 1|0 1| 1| 1| t| vt 1| 1] x| -a| ] 1| x| t] 1| o 1t a| 1| 1] 1] 1| 1
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Tabela 5.12 - Efeitos principais dos parametros cinéticos sobre as concentracoes de glicose

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 11,961 0,000 0,000 11,961
" ki -0,229 0,001 0,000 -0,114
* Kia -0,071 0,001 0,000 -0,036
"k -0,059 0,001 0,000 -0,029
ks 0,000 0,001 1,000 0,000
Ky -0,001 0,001 0,063 -0,001
ks -0,001 0,001 0,063 -0,001
ks 0,001 0,001 0,063 0,001
k7 0,000 0,001 1,000 0,000
K7a -0,001 0,001 0,063 -0,001
K -0,001 0,001 0,063 -0,001
Kia 0,000 0,001 1,000 0,000
K 0,001 0,001 0,063 0,001
Ks 0,000 0,001 1,000 0,000
Ky -0,001 0,001 0,063 -0,001
Ks 0,000 0,001 1,000 0,000
Ks -0,001 0,001 0,063 -0,001
Kea 0,000 0,001 1,000 0,000
K 0,001 0,001 0,063 0,001
K7 0,000 0,001 1,000 0,000
Kai -0,001 0,001 0,063 -0,001
Ksi 0,000 0,001 1,000 0,000
Ksi 0,000 0,001 1,000 0,000

* Parametros significativos (p<o; 0=0,05)
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Tabela 5.13 - Efeitos principais dos parametros cinéticos sobre as concentracdes de

piruvato
Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 0,936 0,000 0,000 0,936
“ ki 0,218 0,001 0,000 0,109
" Kia 0,071 0,001 0,000 0,036
" k2 0,016 0,001 0,000 0,008
*ks -0,108 0,001 0,000 -0,054
ke 0,001 0,001 0,168 0,001
ks 0,001 0,001 0,168 0,001
ke 0,001 0,001 0,168 0,001
“ k7 -0,003 0,001 0,015 -0,001
K7a 0,001 0,001 0,168 0,001
K 0,000 0,001 1,000 0,000
Kia 0,001 0,001 0,168 0,001
K 0,000 0,001 1,000 0,000
" K 0,006 0,001 0,000 0,003
K4 0,000 0,001 1,000 0,000
Ks 0,001 0,001 0,168 0,001
Ks 0,000 0,001 1,000 0,000
Kéa 0,001 0,001 0,168 0,001
K7 0,000 0,001 1,000 0,000
Ka 0,001 0,001 0,168 0,001
Kai 0,000 0,001 1,000 0,000
Ksi 0,001 0,001 0,168 0,001
Kei 0,000 0,001 1,000 0,000

* Parametros significativos (p<o; 0=0,05)
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Tabela 5.14 - Efeitos principais dos parametros cinéticos sobre as concentracdes de lactato
Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao
Média 0,369 0,000 0,000 0,369
" ki 0,007 0,001 0,000 0,003
Kia 0,001 0,001 0,343 0,000
"k 0,008 0,001 0,000 0,004
ks 0,188 0,001 0,000 0,094
* ke -0,146 0,001 0,000 -0,073
ks -0,001 0,001 0,343 0,000
" ks -0,003 0,001 0,001 -0,002
* k7 0,002 0,001 0,015 0,001
K7a 0,001 0,001 0,343 0,000
K 0,001 0,001 0,343 0,000
Kia 0,001 0,001 0,343 0,000
K -0,001 0,001 0,343 0,000
" Ks -0,002 0,001 0,015 -0,001
" Ky 0,024 0,001 0,000 0,012
" Ks -0,021 0,001 0,000 -0,010
Ks -0,001 0,001 0,343 0,000
Kea -0,001 0,001 0,343 0,000
K7 0,001 0,001 0,343 0,000
" K 0,002 0,001 0,015 0,001
Kai 0,001 0,001 0,343 0,000
Ksi 0,001 0,001 0,343 0,000
Ksi 0,001 0,001 0,343 0,000

* Parametros significativos (p<o; 0=0,05)
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Tabela 5.15 - Efeitos principais dos parametros cinéticos sobre as concentragdes de dcido

acrilico
Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 1,478 0,000 0,000 1,478
“ ki 0,005 0,001 0,000 0,003
Kia 0,001 0,001 0,168 0,001
" k2 0,086 0,001 0,000 0,043
*ks 0,111 0,001 0,000 0,056
" ke 0,219 0,001 0,000 0,109
ks 0,000 0,001 1,000 0,000
" ks -0,010 0,001 0,000 -0,005
ks 0,000 0,001 1,000 0,000
* Kza 0,005 0,001 0,000 0,003
K 0,001 0,001 0,168 0,001
Kia 0,001 0,001 0,168 0,001
K -0,001 0,001 0,168 -0,001
" K -0,004 0,001 0,001 -0,002
" Ky -0,021 0,001 0,000 -0,011
* Ks 0,034 0,001 0,000 0,017
Ks 0,000 0,001 1,000 0,000
Kéa 0,000 0,001 1,000 0,000
K7 0,000 0,001 1,000 0,000
Ka 0,000 0,001 1,000 0,000
Kai 0,000 0,001 1,000 0,000
Ksi 0,000 0,001 1,000 0,000
Kei 0,001 0,001 0,168 0,001

* Parametros significativos (p<o; 0=0,05)
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Tabela 5.16 - Efeitos principais dos parametros cinéticos sobre as concentracdes de

biomassa
Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 12,419 0,001 0,000 12,419
“ ki -0,003 0,001 0,044 -0,002
Kia -0,001 0,001 0,651 0,000
" k2 0,942 0,001 0,000 0,471
*ks -0,017 0,001 0,000 -0,008
"k 0,012 0,001 0,000 0,006
ks 0,001 0,001 0,651 0,000
ke -0,002 0,001 0,193 -0,001
ks -0,001 0,001 0,651 0,000
* Kza 0,003 0,001 0,044 0,002
K -0,002 0,001 0,193 -0,001
Kia 0,002 0,001 0,193 0,001
K -0,004 0,001 0,010 -0,002
" K -0,003 0,001 0,044 -0,002
K4 0,001 0,001 0,651 0,000
Ks 0,002 0,001 0,193 0,001
Ks 0,002 0,001 0,193 0,001
Kéa 0,001 0,001 0,651 0,000
K7 -0,001 0,001 0,651 0,000
Ka 0,001 0,001 0,651 0,000
" Ko 0,004 0,001 0,010 0,002
Ksi 0,001 0,001 0,651 0,000
Ksi 0,001 0,001 0,651 0,000

* Parametros significativos (p<o; 0=0,05)

Através da andlise das Tabelas 5.12 — 5.14 é possivel visualizar que as
concentracdes de glicose sdo influenciadas apenas por trés velocidades especificas de
reacdo (kj, ki, kp). As concentragdes de piruvato sdo influenciadas pelas velocidades

especificas de reacdo (kj, ki,, ko, k3, k7) e pela constante de afinidade (K3). Enquanto que, as
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concentracdes de lactato sofrem influéncias significativas das velocidades especificas de

reacdo (ki, ko, ks, ku, ke, k7) € das constantes de afinidade (K3, K4, Ks, K7,).

Para as concentragdes de acido acrilico seis velocidades especificas de reacdo (kj,
ko, ks, k4, ke, K7.) € trés constantes de afinidade (K3, K4, Ks) foram identificadas como
sendo estatisticamente significativas, para um nivel de confianca de 95% (Tabela 5.15).
Nas concentracdes de biomassa cinco velocidades especificas de reacao (kj, ky, k3, ka, k7a),
duas constantes de afinidade (K;, K3) e uma constante de inibi¢ao (Kj;) foram identificadas

como sendo estatisticamente significativas (Tabela 5.16).

Depois de identificados os parametros operacionais e cinéticos estatisticamente
significativos e determinados os efeitos destes parametros sobre as concentragdes, foi
realizada a otimizac¢do dos parametros operacionais para encontrar condi¢cdes operacionais
que maximizasse o rendimento final de 4cido acrilico. Os resultados obtidos na otimizagao

sdo apresentados na seqiiéncia.

54 Otimizacao do Processo

Nesta sec@o serdo apresentados os resultados da otimizacdo dos parametros
operacionais (Siy, Xin € D) do processo de sintese de dcido acrilico via fermentacdo, levando
em consideracio um modelo estruturado com células livres. Para a otimizacdo dos

parametros foi usada a técnica de otimizacao por programagdo quadratica sucessiva (SQP).

A func@o objetivo definida para a otimizagao foi:
Max f(x)
s.t. Egs.(5.9-5.15) (5.16)
0,01<D<0,5
onde, f(x) = rendimento final de acido acrilico (t = 50h). A equacdo do rendimento foi
definida como sendo:

A
Yp) =—— (5.17)
/9 S in "~ S
Na Figura 5.7 € apresentado um fluxograma simplificado do programa para
resolucdo do modelo. Inicialmente foi dada uma estimativa inicial dos valores dos
parametros a serem otimizados e através da subrotina de otimizagdo DNCONF (biblioteca

FORTRAN) foi obtido diversos valores para estes parametros, de forma a maximizar a

funcdo objetivo. O melhor valor fornecido foi utilizado como estimativa inicial para a
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proxima otimizagdo e, assim sucessivamente, de forma a encontrar valores 6timos para os

parametros operacionais e maximizar o rendimento final de 4cido acrilico. A Tabela 5.17

mostra alguns rendimentos obtidos com a estimativa inicial e com os valores otimizados.

Na Figura 5.8 pode-se visualizar os perfis de concentracdo de glicose e 4cido acrilico

obtidos com a estimativa inicial e com os valores otimizados.

Leitura dos dados iniciais e pardmetros cinéticos do modelo

Estimativa inicial dos valores dos pardmetros operacionais (Sin, Xin, D)
e limites inferiores e superiores de busca

Resolucio das equagdes do modelo

Definicdo da funcdo objetivo

Definir restricdo do problema

Otil’niza@ﬁo __________ ;Nava reslriqﬁq

Solugéo estavel

Sim

Soluc¢do otimizada

Figura 5.7 - Fluxograma para otimiza¢ao dos parametros operacionais

Tabela 5.17 - Estimativa inicial, valores otimizados e rendimentos obtidos

Sin(kgm?) | X, (kgm®) D (") Yas
Estimativa inicial 140 15 0,047 63,51
Otimizacdo 1 139,7 17,43 0,0448 65,36
Otimizagio 2 1394 20 0,0606 67,70
Otimizacio 3 1394 20 0,0578 68,72
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Figura 5.8 - Perfis de concentracdo obtidos com os valores otimizados e estimativa inicial
(a — glicose; b — dcido acrilico)

Através da otimizacdo dos parametros operacionais (Si,, Xi, € D) foi possivel
aumentar o rendimento de 4dcido acrilico, porém, teve-se certa dificuldade para a otimizagao

destes parametros. Isto pode ter sido ocasionado devido a:
v

v

alta sensibilidade do método em relacdo as restricdes impostas;
dificuldade em se fazer uma boa estimativa inicial e de estabelecer limites
inferiores e superiores adequados de modo que os valores convergissem para valores
préximos do 6timo;

v' a faixa de valores da taxa de dilui¢do, onde a produgdo de dcido acrilico
aumenta € muito limitada;

v" necessidade de uma melhor estimac¢io dos parAmetros do modelo.

5.5 Controle do Processo

Nesta sec¢do serdo apresentados os resultados obtidos com a aplicacio de uma
estratégia de controle no processo biotecnolégico de sintese de dcido acrilico, considerando

um modelo estruturado com células livres.

O objetivo de controle era maximizar o rendimento de dcido acrilico na saida do
biorreator. Para controle do biorreator usado no processo de sintese de dcido acrilico, foi

utilizada a estratégia de controle em duas camadas.

Na estratégia em duas camadas tem-se uma estrutura hierarquica, onde a camada
de otimizagao calcula os set-points para o controle avangado (Santos, 2006). A Figura 5.9

apresenta um fluxograma do algoritmo de otimiza¢do em duas camadas.
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Figura 5.9 - Estrutura de otimizagcdo em duas camadas (Santos, 2006)

A camada inferior € responsavel pelo controle do processo e a camada superior
determina, através de algoritmos de otimizacdo, o melhor set-point para o estado
estaciondrio, como fung¢do da varidvel controlada, restricoes do processo e da funcgdao
objetivo. Esta informagdo € enviada para a camada inferior como um set-point da variavel

controlada (Melo et al., 2005).

O algoritmo de otimizac@o € baseado na otimizagdo por programacio quadratica
sucessiva (SQP) e o controle avancado € baseado no controle por matriz dindmica (do

inglés — Dynamic Matrix Control — DMC).

A otimizacdo foi realizada com o modelo deterministico do processo, onde o
principal objetivo da otimizagdo era maximizar o rendimento final do 4cido acrilico. O
problema € sujeito a restricdo de igualdade descrita pelos balancos de massa (equagdes 5.9
—5.15) e a restri¢des de desigualdade. A funcdo objetivo foi definida na equacgdo (5.16) e o

rendimento foi determinado pela equagdo (5.17).

Na otimizacdo em duas camadas s@o gerados, tanto os novos valores de set-points,

quanto os valores das varidveis manipuladas. Neste trabalho foram propostas duas

139



CAPITULO V - MODELAGEM MATEMATICA
Modelagem e Controle da Sintese do Acido Acrilico via Processo Fermentativo

estratégias de otimizagdo e controle. Na primeira (estratégia feedback), somente 0s novos
valores de set-points, gerados pela camada de otimizacdo sdo enviados para o controlador
(estratégia tradicional em duas camadas). Na segunda, a estratégia feedback-feedforward
foi implementada. Nesta estratégia a varidvel controlada otimizada e a varidvel manipulada
otimizada sdo enviadas para o controlador e o processo € operado em condicdes Gtimas
desde o inicio do processo. Mais detalhes sobre otimizacdo e controle em duas camadas

podem ser encontrados em Melo ef al. (2005) e Santos (2006).

Através de simulagdes em malha aberta, foi possivel identificar a influéncia dos
parametros operacionais sobre a concentracdo de 4cido acrilico. A partir dos resultados
obtidos, percebeu-se que a taxa de diluicio (D) exercia maior influéncia sobre a
concentracdo em estudo, portanto, foi usada como varidvel manipulada e a concentragao de
acido acrilico na saida do biorreator, como varidvel controlada (set-point). A Figura 5.10
mostra os resultados obtidos com aplicacdo da estratégia em duas camadas, onde o

principal objetivo foi maximizar o rendimento de acido acrilico na saida do biorreator.

Na estratégia feedback, quando a varidvel manipulada (D) otimizada ndo € usada
no processo e, somente o set-point é¢ enviado para o controlador, a resposta € baixa. Quando
a estratégia feedback-feedforward é usada (varidvel manipulada otimizada também ¢&
enviada ao controlador), o valor 6timo (set-point) é rapidamente alcangado, mostrando com
isso, o melhor desempenho da estratégia mista (feedback-feedforward) quando comparada

com a estratégia feedback.
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Figura 5.10 - Perfis de concentracio de 4cido acrilico
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Através da aplicacdo da estratégia de otimizacao e controle em duas camadas, foi
possivel obter um rendimento préximo do rendimento estequiométrico (0,8). Isto mostra o
potencial da estratégia em duas camadas, baseada no método de otimizacao SQP e controle
avangado (DMC) para encontrar 6timas condi¢des operacionais para o processo de sintese

de acido acrilico com células livres.

5.6 Conclusao

Neste capitulo foi apresentado um modelo estruturado que representou a sintese de
acido acrilico. Um sistema continuo ideal com células de Saccharomyces cerevisiae livres
foi considerado. Através da aplicacdo da técnica de planejamento fatorial foi possivel
identificar os parametros operacionais e cinéticos que exercem maior influéncia sobre o
processo, podendo com isso determinar os valores 6timos destes parametros de forma a
aumentar a producdo de dcido acrilico. Com a aplicagdo do método de otimizagdo por
programacdo quadratica sucessiva foi possivel otimizar os pardmetros operacionais €
aumentar o rendimento final de acido acrilico em relagdo ao consumo de substrato. Através
da aplicacdo da estratégia de otimizacdo e controle em duas camadas foi possivel
determinar um valor 6timo para a taxa de diluicdo (varidvel manipulada), através do
algoritmo de otimizagdo (SQP) e, entdo, enviar este valor ao controlador de forma que este
mantivesse o processo nas condicoes Otimas de operacdo e, conseqiientemente, a

concentracdo e o rendimento de dcido acrilico na saida do biorreator fossem maximizados.
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CAPITULO VI. Modelo Matematico Estruturado para a Sintese de Acido

Acrilico via Processo Fermentativo com Células Imobilizadas

6.1 Introducao

Neste capitulo serd apresentado um modelo matematico estruturado com células de
Saccharomyces cerevisiae imobilizadas, desenvolvido para representar a sintese de acido
acrilico a partir de um processo fermentativo. Inicialmente foi desenvolvida a modelagem
do processo e realizadas as simulacdes. Na seqii€ncia foram aplicadas técnicas de
planejamento experimental, com o objetivo de identificar os parametros operacionais, de
projeto e cinéticos que exercem influéncias significativas sobre o processo em estudo.
Depois de identificados os parametros mais significativos, foi realizada a otimizagdo dos
parametros operacionais, através das técnicas de otimizagdo evoluciondria, metodologia de
superficie de resposta e otimizagdo por programacao quadratica sucessiva. Para finalizar o
trabalho foi realizado o controle do processo, onde a estratégia de controle classica (PID), a

preditiva (DMC) e a preditiva adaptativa (SDMC) foram aplicadas.

6.2 Modelo Matematico Estruturado com Células Imobilizadas

O modelo que serd apresentado neste capitulo segue um comportamento
estruturado e foi baseado em dois modelos disponiveis na literatura, a saber:

v" Modelo de Lei er al. (2001): um modelo bioquimico estruturado que
descreve o crescimento aerébio de Saccharomyces cerevisiae em um meio limitado de
glicose e/ou etanol. A formulacdo do modelo é baseada em observagdes experimentais do
metabolismo do piruvato sobre taxa de diluicao critica, onde o piruvato e o acetaldeido sdao
importantes pontos de ruptura.

v" Modelo de Stremel (2001): um modelo estruturado alternativo desenvolvido
para representar a simulacdo dinamica de um biorreator tubular com células de

Saccharomyces cerevisiae imobilizadas para fermentagdo alcodlica.

Mais detalhes sobre os modelos de Lei er al. (2001) e de Stremel (2001) sdo

apresentados nos Anexos (A) e (B), respectivamente.
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O modelo foi desenvolvido em linguagem FORTRAN. Para desenvolvimento do
modelo foi utilizado um biorreator tubular tipo PFR, onde um sistema bifdsico com
dispersdo axial e células de Saccharomyces cerevisiae imobilizadas foi considerado. O
modelo de cinética estruturada foi baseado na cinética de Michaelis-Menten e foi
considerado que:

v" Piruvato e biomassa sdo produzidos a partir da degradagdo da glicose;

v A biomassa formada a partir da glicose e do lactato é distribuida dentro de
um compartimento celular ativo semelhante em todas as partes da célula, que estd
diretamente associado ao crescimento;

v Produgdo de biomassa a partir de lactato, com inibi¢do por excesso de
glicose;

v' Producio de enzima lactato desidrogenase a partir da parte ativa do material
celular;

v O desaparecimento do compartimento celular ativo € dependente da

concentracdo de acido acrilico e glicose.

As reagdes consideradas neste modelo podem ser representadas de acordo com:

Glicose =~ —&— 2 Piruvato

Glicose —~ X,

Piruvato —%— Lactato

Lactato ~—%— Acido Acrilico + H,0 6.1)
Lactato —%— X,

X, — X\

X —% 5 degradcio

a

A Figura 6.1 mostra um esquema do caminho metabdlico para a obtencdo de 4cido
acrilico. Vdrias reacdes paralelas e consecutivas ocorrem e, € necessario encontrar as

condic¢des de operacido que conduzem a obtencao do produto desejado (Lunelli et al., 2007).
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Figura 6.1 - Rota Glicolitica (Dawes e Large, 1982)
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A Figura 6.2 mostra uma rota representativa envolvida no processo de produgdo de

acido acrilico e também, as taxas reacionais.

Piruvato v _ =77 ~ ==« §
P A Ppiruvato \\\
i AN
Lactato vy, A
/o \
J/ \
// R1 \\
/ \
! A \
{ Ac.i(?() Lactato i
N i“ Acrilico /IJ, Glicose
iy R .
Acido ,.%N
Acrilico \ S
A R, /
\\\\ X, €— Glicose ///
NS Y
Y I o
VO //////
Figura 6.2 - Rota metabdlica representativa
As taxas reacionais usadas no modelo sdo descritas a seguir.
Soli S oli
R = kl glicose X, +k1a glicose X, (6.2)
Sglicose +K Sglicose +Kiq
Sqli 1
Ry =k, —55%% X, (6.3)
Sglicose +K; 1+£Slactat0J
Ky
S piruvato
Ry =kj X, (6.4)
Spiruvato +K3
Slactato
Ry = ky —lactato__ x 6.5)
Slactato + K4
Slactat 1
Rs =ks detain X, (6.6)

Stactatot Ks | 1+ KSnglicose

Seli A
R6 — k6 gllcose + lactato ( 1 Jxa (67)
Sglicose +K¢  Siactatot Kea K6iSac.acrl’lic0+1

146



CAPITULO VI - MODELAGEM MATEMATICA
Modelagem e Controle da Sintese do Acido Acrilico via Processo Fermentativo

S licose
R7 = k7g— Xa-l- k7a
Sglicose+K7

Sac.acrl’lico ]Xa (6.8)
Sacacrilicot K74

A taxa de reagdo (R;) descreve a degradacao da glicose e o caminho glicolitico e, €
representada por duas equagdes de Michaelis-Menten. (R;) representa o crescimento celular
a partir da glicose com inibi¢do pelo lactato. A biomassa formada € armazenada dentro de

um material celular ativo.

As taxas de reac@o (Rs) e (R4) descrevem a formagdo de lactato e acido acrilico,

respectivamente.

A equacgdo (Rs) corresponde a formacao de biomassa a partir de lactato, onde um
termo de inibicdo pela glicose € incluido na equagdo. A equagdo (Re) descreve a formagao
de lactato desidrogenase a partir do componente ativo do material celular (X,), responsavel

pela sintese de proteinas.

A equacdo (R7) mostra a degradacdo do compartimento celular ativo (X,), que é
dependente da concentracdo de acido acrilico e glicose presente no meio. Estas taxas de
reacdo, como também, os parametros cinéticos sdo obtidos de Lei et al. (2001) e

modificados para descrever o processo de produgdo de dcido acrilico.

As correlagdes para a transferéncia de massa utilizadas neste modelo foram as

mesmas apresentadas no Capitulo IV, e sdo descritas nas equacdes (6.9 — 6.18).

r, =k,a,(C,~C,) (6.9)
- (1-e)md?
0 = Volume de esferas no leito _ P 6(1-¢) (6.10)
" Volume total do leito 71-0,'137 d, '
6
%
k v

J, =—"|— 6.11
? v (DA] ( )
Jp =1,625Re 007 (6.12)
Re = 24P (6.13)

U
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Sey = (6.14)
[] oD,
D, =D& (6.15)
D [substrato] = 2:142 % 1077 le—0,00199S J (6.16)
Dy produto] = 2:94x107* le_O’OOIQQAJ (6.17)
p=—Thr (6.18)
Palen 1)

Na seqii€ncia serdo apresentados os balancos de massa dos principais componentes
envolvidos no processo. Inicialmente, foram realizados os balancos de massa para os

componentes na fase sélida, conforme equacdes (6.19 — 6.25).

Balan¢o de massa para glicose

aSglicose _ DAg Li[rz aSglicose

B or

5 > 33 J_(Rl +R, )e_KASac.acrz’liCOX (6.19)
t R- r©or

Balan¢o de massa para piruvato

aSpiruvato _ DAp Li(rz aSpiruvato

Bl or

—K4S .
+(0,978R, — Ry )e K ASacacriico x  (6.20
5 22 2o J ( 1= Rs) (6.20)

Balanco de massa para lactato

Biacwaro _ Dav 19 2 Btactato | | (1 023R, - R, - Ry e~ KASacacriico X~ (6.21)
ot R2 ;2 0r or

Balanco de massa para 4cido acrilico

oS

acacrilico _ Daaa 1 9 2 98 ac.acritico +(0,8R, — R, Je KASacacritico x (6 22)
ot R* r?or or

Balango de massa para células totais

oX

PR (0,732R5 +0,821R5 )X[l _ X
1

]e—KA\Sac.acrl’lico —ky X (6.23)

sat
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Balanco de massa para células ativas

X,
ot

=(0,732R, +0,821Rs — Rg — R7)—(0,732R, +0,821R5)X , (6.24)

Balanco de massa para a enzima lactato desidrogenase

aX Ladh
ot

=R, —(0,732R, +0,821R,)X , ., (6.25)
As condicdes iniciais e de contorno consideradas para a fase s6lida, foram:
Em t=0 r=R S=P=L=A=0

Condicdes de simetria no centro da particula

dS P OL 0A

Em t>0 r=0 — = =—=—=0
or odr Oor Or

Na superficie externa da particula foi aplicada a condi¢do para transferéncia de

massa.

Para substrato:

aS

D o =k,sR (S fuida S sstida ) (6.26)
Para produto:

oP
D,p o = kaR(P uida ~ Prsiida ) (6.27)
kiR

= Bi | (6.28)

Dy

Balangcos de massa semelhantes aos desenvolvidos para a fase soélida, foram
desenvolvidos para os componentes na fase fluida. Nesta fase € considerado o efeito de

dispersdo, caracterizado por um coeficiente de difusdo efetiva (D).

Balan¢o de massa para glicose

2
aSglicose -D d Sglicose _L{asglicose

d % 52 oz

j e ”[(Rl +Ry )e_KASac.acrz’lico X (6.29)
£
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Balan¢o de massa para piruvato

2
aSpiruvato -D d Spiruvato —u aSpiruvato + 1-¢
dt “az2 0z €

7][(0,978R1 —Rj3 )e_KASaC.aCVﬂiCO X

(6.30)

Balan¢o de massa para lactato

2
aSlactato — Daz d Slactato _ u( aSlactato + l-¢ 77[(1 023R3 _ R4 _RS )e—KASac.acrl’lico X
dt 372 0z ’

(6.31)
Balan¢o de massa para 4cido acrilico

2
aSac.acrl’lico -D J Sac.acrl’lico _ u( aSac.acrl’licoj + l-¢ 7][(0,8R4 ~R; )e_KA Sac.acrilico X
&£

dt “ 922 0z

(6.32)

O conjunto de equagdes diferenciais parciais foi discretizado usando o método de
colocagdo ortogonal acoplado a subrotina de integracio LSODAR e o sistema de equacdes

resultantes foi integrado em fun¢@o do tempo, através do uso do método das linhas.

Na Figura 6.3 € apresentado um fluxograma do modelo, de forma a descrever o
funcionamento do programa que foi desenvolvido para representar a sintese de acido

acrilico a partir de um modelo estruturado.

A Tabela 6.1 apresenta as condi¢des iniciais e de operacdo, parametros de projeto
e propriedades fisicas do fluido. A Tabela 6.2 apresenta os valores dos parametros cinéticos
usados na simulagdo do modelo estruturado para sintese do dcido acrilico. Inicialmente,
foram testados os valores dos parametros cinéticos disponiveis nos trabalhos de Lei et al.
(2001) e de Stremel (2001), porém os valores ndo foram adequados para representar a
sintese de acido acrilico a partir da degradacdo glicose e, por ndo ter dados cinéticos
conclusivos do processo disponiveis na literatura, foram feitas estimagdes destes valores a
partir de simula¢cdes no modelo. Os valores que melhor representaram os perfis de
concentracdo foram usados para reproducao dos resultados. Podendo assim, estes valores

variarem conforme condi¢des de operacdo e suposi¢cOes estabelecidas para o processo.

150



CAPITULO VI - MODELAGEM MATEMATICA
Modelagem e Controle da Sintese do Acido Acrilico via Processo Fermentativo

Leitura dos dados de entrada, pardmetros de projeto e cinéticos

Determinacdo do tempo de cada medida
e
tempo final do processo

Célculo dos parmetros de transferéncia de massa
u, Daz, Re, Sc, Sh, JD, km, De, Bi, Pe

Célculo das concentragdes:
- Fase solida (particula)
- Fase fluida (reator)
No comportamento dinidmico e estaciondrio

Impressdo das concentragdes
(S, P, L, A, Xa, Xi, Xvadh)
- Entrada e saida do reator
- Ao longo do reator (z)

Fim do programa
Figura 6.3 - Fluxograma para resolu¢do do modelo estruturado

Tabela 6.1 - Condicgdes iniciais, parametros operacionais e de projeto e propriedades do
fluido usados no modelo

Parametros Valor Parametros Valor
Sin 150 X 20
Sso 1 Xa 0,36
St 150 Xin 0,64
Pi 0 XLadh 0,01
Py 0,00001 Xsat 80
Pro 0,0001 Fin 0,0003
Lin 0 D, 0,003
Ly 0,00001 D, 0,05
Lo 0,0001 L 1
Aip 0 P 1.152
Ago 0,00001 u 4,6
Agy 0,0001 € 0,36
Xin 20

151



CAPITULO VI - MODELAGEM MATEMATICA
Modelagem e Controle da Sintese do Acido Acrilico via Processo Fermentativo

Tabela 6.2 - Parametros cinéticos

Parametros Valor Parametros Valor
kg 2,40 K4 2,10
Kia 0,584 Ks 2,35
ko 3,30 Ks 1,95
k3 5,20 Kéa 13,0
k4 4,25 K 0,02
ks 1,20 K7, 0,0009
Ke 0,03 Koi 1,90
ky 0,04 Ksi 4,98
k7 0,004 Kei 0,50
K 0,001 Ka 0,09
Kia 0,0116 Ka 0,19
K> 2,90 kq 0,01
K3 3,20

Na seqiiéncia serdo apresentados os resultados obtidos com as simulacdes
realizadas no modelo estruturado com células imobilizadas, desenvolvido para representar a

sintese biotecnoldgica de 4cido acrilico.

A Figura 6.4(a — c) apresenta os perfis de concentracdo obtidos ao longo do tempo
na saida do biorreator. A Figura 6.5(a — c) mostra os perfis de concentracdo obtidos ao

longo do biorreator quando o estado estaciondrio € alcangado.

A Figura 6.6 mostra as variagdes de X, (material celular ativo) e de lactato

desidrogenase ao longo do tempo.
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Figura 6.4 - Perfis de concentragc@o obtidos ao longo do tempo

(a — glicose e 4cido acrilico; b — piruvato e lactato; ¢ - glicose e biomassa)

Com uma concentracdo de 150kg m™ de glicose e uma concentragcdo de 20kg m>
de células alimentadas no biorreator, uma produgdo de 28kg m™ de 4cido acrilico e uma
concentracdo residual de glicose de 76kg m™ foram obtidas. Pode-se perceber, que a
producdo de acido acrilico aumenta rapidamente nas duas primeiras horas de processo,

mantendo-se praticamente constante até o final do processo.
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Figura 6.6 - Variacdes de X, e X ,qn obtidas ao longo do tempo
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Através da Figura 6.5(a —c) € possivel perceber que as concentra¢des de piruvato,
lactato e 4cido acrilico sdo0 médximas na saida do biorreator, enquanto as concentragdes de

biomassa e glicose sa0 minimas neste ponto.

A quantidade de células ativas aumenta bruscamente nas duas primeiras horas de
processo, mantendo-se constante nas demais. A quantidade de enzima lactato
desidrogenase atinge seu valor maximo na primeira hora de processo, onde a concentracao

de piruvato € maxima (Figura 6.6).

Na Figura 6.7(a — e) sdo apresentados os perfis de concentracdo de glicose,
piruvato, lactato, dcido acrilico e biomassa obtidos ao longo do tempo na fase fluida, em

cada ponto de colocagdo.

Através das Figuras 6.7a e 6.7e, pode-se visualizar que as concentragdes de glicose
e de biomassa sdo mantidas constantes na entrada do biorreator (z = 1) ao longo do tempo.
As Figuras 6.7b - 6.7d mostram que as concentracdes de piruvato, lactato e acido acrilico
sdo nulas na entrada do biorreator e aumentam a medida que se deslocam para a saida do

biorreator.
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Figura 6.7 - Perfis de concentracdo obtidos ao longo do tempo nos seis pontos de
colocagdo

Depois de desenvolvido o modelo matematico para representar a sintese de dcido
acrilico a partir de um processo fermentativo com células imobilizadas e, realizadas as

simulacdes para determinacdo dos perfis de concentracdo dos componentes do processo,
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foram realizados planejamentos de experimentos para identificar os pardmetros
operacionais, de projeto e cinéticos mais influentes no processo, como também seus efeitos.

Os resultados obtidos sdo apresentados a seguir.

6.3 Planejamento Experimental

Para poder—se avaliar a influéncia dos paradmetros operacionais, de projeto e
cinéticos sobre o processo de sintese de acido acrilico, foram realizadas as andlises destes

parametros, através da realizacao de planejamentos experimentais.

Inicialmente, foi realizado um planejamento fatorial 2° para identificar a influéncia
dos parametros operacionais (Si,, Xi, € Fiy) sobre o processo em estudo. Os diferentes
parametros foram avaliados em dois niveis, inferior (-) e superior (+), onde estes niveis
correspondem a uma varia¢do de + 20% nos valores de cada parametro, conforme Tabela

6.3. A Tabela 6.4 apresenta a matriz codificada dos valores dos parametros.

Neste planejamento foram consideradas como respostas de interesse as
concentracdoes de glicose, acido acrilico e biomassa, obtidas no estado dinamico e

estaciondrio do processo.

O Software STATISTICA foi usado para gerar a matriz dos valores dos
parametros e o modelo descrito anteriormente foi usado para gerar as respostas desejadas.
As simulagdes foram realizadas de acordo com o planejamento fatorial completo 2
especificado na Tabela 6.3. As simulacdes realizadas neste planejamento sao apresentadas

no Apéndice D.

Tabela 6.3 — ParAmetros usados no planejamento fatorial 2’

Parametros Niveis
(-) Ponto central (+)
Sin 120 150 180
Fin 0,00024 0,0003 0,00036
Xin 16 20 24
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Tabela 6.4 - Matriz codificada dos valores dos parametros operacionais

Ensaios Sin Fin Xin
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1

Depois de obtidos os valores das respostas de interesse, estes valores foram
transportados na matriz experimental e, seqiiencialmente, foi gerada a matriz dos efeitos

dos parametros sobre as respostas e também, a tabela ANOVA (Andlise da variancia).

As Tabelas 6.5 — 6.10 apresentam os efeitos dos parametros (Sin, Fin € Xi,) sobre as
concentracdes de glicose, dcido acrilico e biomassa, respectivamente, para um nivel de

confianca de 95%, tanto no comportamento dindmico quanto no estaciondrio.

As andlises de varidncia dos pardmetros operacionais € os coeficientes de

determinacdo do modelo (R?) sdo apresentados no Apéndice D.

Tabela 6.5 - Efeitos dos parametros operacionais sobre as concentragdes de glicose
(comportamento dinAmico)

Efeito | Desvio padrao p Coeficiente de regressao
Média 85,8660 0,0113 0,00008 85,8660
* Sin 58,2034 0,0225 0,00025 29,1017
“Fi -1,1704 0,0225 0,0122 -0,5852
*Xi -10,1027 0,0225 0,0014 -5,0513
“SinFin -0,4814 0,0225 0,0297 -0,2407
*“SinXin -0,7551 0,0225 0,0189 -0,3775
“FinXin -0,5371 0,0225 0,0266 -0,2685

* Parametros significativos (p<a; 0t=0,05).
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Tabela 6.6 - Efeitos dos parametros operacionais sobre a concentracdo final de glicose

Efeito | Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 76,2268 0,0002 0,000001 76,2268

* Sin 59,4611 0,0003 0,000003 29,7305

* Fin 44182 0,0003 0,000047 2,2091

*Xi -3,3536 0,0003 0,000062 -1,6767
* SinFin 0,0525 0,0003 0,0039 0,0262
* SinXin -0,0317 0,0003 0,0065 -0,0158
* FinXin 0,3802 0,0003 0,0005 0,1901

* Parametros significativos (p<a; 0t=0,05).

Tabela 6.7 - Efeitos dos parametros operacionais sobre as concentracdes de acido acrilico
(comportamento dinAmico)

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 18,3319 0,0074 0,0003 18,3319

*Sin 0,3573 0,0148 0,0264 0,1786

“Fi -0,3020 0,0148 0,0312 -0,1510

*Xi 4,4448 0,0148 0,0021 2,2224
“SinFin 0,2304 0,0148 0,0408 0,1152
*“SinXin 0,2444 0,0148 0,0385 0,1222
FinXin 0,1089 0,0148 0,0859 0,0544

* Parametros significativos (p<a; 0t=0,05).

Tabela 6.8 - Efeitos dos parametros operacionais sobre a concentracdo final de &4cido

acrilico
Efeito | Desvio padrao p Coeficiente de regressao
Média 28,0824 0,0003 0,000007 28,0824
* Sin 0,0773 0,0006 0,0047 0,0387
*Fi -2,7111 0,0006 0,0001 -1,3555
* Xin 1,3914 0,0006 0,0002 0,6957
*Sinkin -0,0157 0,0006 0,0234 -0,0078
SinXin 0,0055 0,0006 0,0670 0,0027
* FinXin -0,1685 0,0006 0,0022 -0,0842

* Parametros significativos (p<a; o=0,05).
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Tabela 6.9 - Efeitos dos parametros operacionais sobre as concentracoes de biomassa
(comportamento dinAmico)

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao
Média 25,1582 0,0035 0,000088 25,1582
*Sin 0,2299 0,0070 0,0193 0,1150
“Fi 0,1183 0,0070 0,0375 0,0591
* Xin 7,3703 0,0070 0,0006 3,6852
SinFin -0,0152 0,0070 0,2743 -0,0076
SinXin 0,0237 0,0070 0,1824 0,0118
FinXin 0,0165 0,0070 0,2549 0,0082

* Parametros significativos (p<a; a=0,05).

Tabela 6.10 - Efeitos dos parametros operacionais sobre a concentracdo final de biomassa

Efeito | Desvio padrao p Coeficiente de regressao
Média 20,7232 0,0206 0,0006 20,7232
Sin 0,2257 0,0412 0,1150 0,1128
“Fi 1,2831 0,0412 0,0204 0,6415
X 4,8704 0,0412 0,0054 2,4352
SinFin -0,0023 0,0412 0,9640 -0,0012
SinXin 0,0169 0,0412 0,7522 0,0084
FinXin -0,0533 0,0412 0,4193 -0,0266

* Parametros significativos (p<a; 0t=0,05).

Através dos resultados apresentados nas Tabelas 6.5 — 6.10 pode-se observar que
as concentragoes de glicose obtidas ao longo do tempo e também, a concentracio final sdao
influenciadas pelos trés parametros analisados (Si,, Fin € Xi,) € pelas interagdes entre eles.
As concentragdes de dcido acrilico obtidas ao longo do tempo sdo influenciadas por (Sin, Fin
e Xin) e pelas interacdes entre (Siy) e (Fin) e entre (Siy) € (Xiy) € a concentracdo final de
acido acrilico € influenciada por (Si,, Fin € Xi,) € pelas interacdes entre (Si,) e (Fiy) e entre

(Fin) € (Xjn), para um nivel de confianca de 95%.

Nas concentracdes de biomassa obtidas ao longo do tempo os trés parametros
exercem influéncias significativas, mas nenhuma interacdo entre eles foi identificada como

sendo estatisticamente significativa para um nivel de confianca de 95%. Para a
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concentracdo final de biomassa foram identificados os parametros (Fj,) e (Xj,) como sendo

estatisticamente significativos.

Os efeitos de cada parametro sobre as concentragdes de glicose, 4cido acrilico e
biomassa durante o comportamento dindmico e estaciondrio do processo podem ser

visualizados na Figura 6.8.

Efeitos Estimados
2
Efeitos Estimados

10+

] 0
-10{ S E X 1 S X

in in in 104 i in -

[ Gicose [N Acido Actilico /7] Bionessa | l Bl Giicose [T Acido Acrilico 777} Bionmssa l

Figura 6.8 - Efeitos estimados dos parametros operacionais sobre as concentragdes de
glicose, 4cido acrilico e biomassa (a — dinamico; b — estaciondrio)

A partir desta andlise (dentro do limite de valores pré-estabelecidos), pode-se
concluir que:

v' Aumentando as concentracoes de S;, e Xj, € diminuindo a vazdo volumétrica
(Fin), tem-se uma concentragao final de acido acrilico maior;

v" Aumentando (Sy,) e (Fy,) e diminuindo (Xj,), maior serd a concentragdo

residual de glicose.

Para investigar a influéncia dos parametros de projeto sobre as concentracdes de
glicose, 4cido acrilico e biomassa, também foi realizado um planejamento fatorial 23, Os
trés parametros (Dp, D, e L) foram avaliados em dois niveis, inferior (-) e superior (+), onde
estes niveis correspondem a uma variagdao de + 20% no valor de cada parametro, conforme
mostra a Tabela 6.11. A Tabela 6.12 apresenta a matriz codificada dos parametros de

projeto. As simulagdes realizadas neste planejamento sao apresentadas no Apéndice D.
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Tabela 6.11 - ParAmetros usados no planejamento fatorial 2’

Parametros Niveis
(-) Ponto central (+)
D, 0,0024 0,003 0,0036
D, 0,04 0,05 0,06
L 0,80 1,00 1,20

Tabela 6.12- Matriz codificada dos valores dos pardmetros de projeto

Ensaios D, D, L
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1

As Tabelas 6.13 — 6.18 apresentam os efeitos dos pardmetros de projeto (Dp, D, e

L) sobre as concentracdes de glicose, 4dcido acrilico e biomassa, respectivamente, para um

nivel de confianca de 95%, no comportamento dindmico e estaciondrio. As andlises de

variancia dos pardmetros de projeto sobre as respostas de interesse e os coeficientes de

determinacdo do modelo (R?) sdo apresentados no Apéndice D.

Tabela 6.13 - Efeitos dos parametros de projeto sobre as concentracdes de glicose
(comportamento dinamico)

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 85,5096 0,2676 0,0020 85,5096
Dy -0,4437 0,5352 0,5593 -0,2219
D, 0,8945 0,5352 0,3432 0,4473
L -1,7955 0,5352 0,1844 -0,8977
DyD; 0,0735 0,5352 0,9131 0,0367
DL 0,0831 0,5352 0,9019 0,0415
D.L 1,0034 0,5352 0,3119 0,5017

* Parametros significativos (p<a; a=0,05).

162



CAPITULO VI - MODELAGEM MATEMATICA
Modelagem e Controle da Sintese do Acido Acrilico via Processo Fermentativo

Tabela 6.14 - Efeitos dos parAmetros de projeto sobre a concentracao final de glicose

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 77,4929 0,0174 0,0001 77,4929
*Dp -5,1454 0,0347 0,0043 -2,5727
*D: -8,7187 0,0347 0,0025 -4,3593
*L -10,5367 0,0347 0,0021 -5,2683
DD, -0,1001 0,0347 0,2126 -0,0500
D,L 0,4071 0,0347 0,0542 0,2036
*D,L -0,7813 0,0347 0,0283 -0,3907

* Parametros significativos (p<o; ot=0,05).

Tabela 6.15 - Efeitos dos pardmetros de projeto sobre as concentracdes de dcido acrilico
(comportamento dinAmico)

Efeito Desvio padrao P Coeficiente de regressao

Média 18,4975 0,0771 0,0026 18,4975
D, -0,3746 0,1542 0,2486 -0,1873
D; 0,6763 0,1542 0,1427 0,3381
L 0,3584 0,1542 0,2587 0,1792
DpD; -0,0860 0,1542 0,6760 -0,0430
DyL -0,1007 0,1542 0,6316 -0,0504
D.L -0,0041 0,1542 0,9831 -0,0020

* Parametros significativos (p<a; a=0,05).

Tabela 6.16 - Efeitos dos parAmetros de projeto sobre a concentracao final de dcido acrilico

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 27,4918 0,0114 0,0003 27,4917

*D, 1,5705 0,0228 0,0093 0,7853

*D, 53012 0,0228 0,0027 2,6506

* [ 4,5718 0,0228 0,0032 2,2859

D,D; 0,1660 0,0228 0,0871 0,0830

D,L -0,1348 0,0228 0,1069 -0,0674
*D,L 0,5428 0,0228 0,0268 0,2714

* Parametros significativos (p<a; 0t=0,05).
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Tabela 6.17 - Efeitos dos parametros de projeto sobre as concentragdes de biomassa

(comportamento dinAmico)

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 25,2074 0,0026 0,00006 25,2074
*D, 0,1215 0,0051 0,0269 0,0607
*D, -0,2413 0,0051 0,0136 -0,1207
L 0,0100 0,0051 0,3014 0,0050
D,D; 0,0304 0,0051 0,1068 0,0152
D,L -0,0092 0,0051 0,3249 -0,0046
D.L 0,0035 0,0051 0,6199 0,0017

* Parametros significativos (p<a; a=0,05).

Tabela 6.18 - Efeitos dos parametros de projeto sobre a concentra¢do final de biomassa

Efeito | Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 21,5471 0,0395 0,0012 21,5471
D, -0,1651 0,0790 0,2842 -0,0825
*D, -2,9851 0,0790 0,0168 -1,4925
*[ -1,8881 0,0790 0,0266 -0,9440
D,D; 0,1058 0,0790 0,4083 0,0529
D,L -0,0124 0,0790 0,9008 -0,0062
*D,L 1,0850 0,0790 0,0463 0,5425

* Parametros significativos (p<a; 0t=0,05).

Através dos resultados apresentados nas Tabelas 6.13 — 6.18 pode-se observar que
as concentragdes finais de glicose e acido acrilico sdo influenciadas pelos trés parametros
de projeto analisados e pela interacdo entre (D;) e (L), para um nivel de confianca de 95%.

As concentragdes de biomassa obtidas ao longo do tempo sao influenciadas pelo
diametro da particula (D) e pelo didmetro do biorreator (D;) e a concentra¢do final de
biomassa pelo diametro (D;) e pelo comprimento do biorreator (L) e pela interacdo entre

eles.

A Figura 6.9 apresenta os efeitos de cada parametro sobre as concentracdes de
glicose, acido acrilico e biomassa durante o comportamento dindmico e estacionario do

Pprocesso.
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Figura 6.9 - Efeitos estimados dos parametros de projeto sobre as concentracoes de
glicose, 4cido acrilico e biomassa (a — dinamico; b — estacionario).

Dando seqiiéncia ao estudo do comportamento dindmico e estaciondrio do
processo, foi realizada uma andlise dos parametros cinéticos do modelo. Os parametros

foram variados igualmente em + 20% de seus valores iniciais, conforme Tabela 6.19.

Como o nimero de parametros a serem analisados era elevado, ndo seria vidvel
realizar um planejamento fatorial tipo 2%, pois seriam necessarios 33.554.432 ensaios
(k=25). Em virtude disso, para identificar os parametros cinéticos mais importantes do

processo foi utilizado o planejamento de Plackett-Burman.

Foi utilizado um planejamento Plackett-Burman com 32 ensaios e 31 graus de
liberdade, onde 25 graus de liberdade estdo associados aos parametros analisados e os
demais foram usados como varidveis inertes (VI,) para a determinagcdo do erro e, assim,
definir os fatores estatisticamente significativos, através dos efeitos principais de cada um
deles. A Tabela 6.20 apresenta a matriz codificada para o planejamento de Palckett-Burman

com 32 ensaios.

As respostas analisadas neste planejamento foram as concentracdes de glicose,

acido acrilico e biomassa obtidas durante o comportamento dinamico e estacionario.
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Tabela 6.19 - Parametros cinéticos analisados no planejamento de Plackett-Burman

Parametros Niveis
(-) Ponto central (+)

ki 1,95 2,44 2,93
Kia 0,467 0,584 0,7008
ko 2,64 3,30 3,96
k3 4,16 5,20 6,24
k4 3,40 4,25 5,10
ks 0,96 1,20 1,44
ke 0,024 0,03 0,036
ky 0,032 0,04 0,048
K7a 0,0032 0,004 0,0048
K 0,0008 0,001 0,0012
Kia 0,00928 0,0116 0,01392
K> 2,32 2,90 3,48
Kj 2,56 3,20 3,84
K4 1,68 2,10 2,52
Ks 1,88 2,35 2,82
Ks 1,56 1,95 2,34
Kea 10,40 13 15,60
K 0,016 0,02 0,024
K7a 0,00072 0,0009 0,00108
Ko 1,52 1,90 2,28
Ks; 3,984 4,98 5,976
Kei 0,40 0,50 0,60
Ka 0,072 0,09 0,108
Ka’ 0,152 0,19 0,228
kg 0,008 0,01 0,012
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As Tabelas 6.21 — 6.23 apresentam os efeitos dos parametros cinéticos analisados

sobre as concentracdes finais de glicose, acido acrilico e biomassa, respectivamente, para

1 de confianca de 95%.

7.

um nive

Os efeitos dos parametros cinéticos sobre as concentracdes de glicose, acido

acrilico e biomassa durante o comportamento dindmico do processo, as andlises de

ao

tros e os coeficientes de determinacdo do modelo (Rz) S

ame

dos par

variancia

apresentados no Apéndice D.
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Tabela 6.21 - Efeitos principais dos parametros cinéticos sobre a concentragdo final de
glicose

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao

Média 73,7341 0,3769 0,0000 73,7341
ki 5,4021 0,7537 0,0004 2,7010
ki 1,5672 0,7537 0,0828 0,7836
ke -14,7159 0,7537 0,000001 -7,3579
ks 5,0818 0,7537 0,0005 2,5409
* kg -3,4650 0,7537 0,0037 -1,7325
ks -0,9342 0,7537 0,2615 -0,4671
* ks 3,1289 0,7537 0,0060 1,5645
k7 2,4235 0,7537 0,0182 1,2117
k7, 0,4443 0,7537 0,5770 0,2221
K 1,9722 0,7537 0,0398 0,9861
kia 0,1357 0,7537 0,8631 0,0678
K, 1,2089 0,7537 0,1599 0,6044
K3 -1,4078 0,7537 0,1110 -0,7039
K4 0,0320 0,7537 0,9675 0,0159
Ks 0,0541 0,7537 0,9451 0,0271
K¢ -0,0027 0,7537 0,9972 -0,0014
Kéa 0,5068 0,7537 0,5264 0,2534
K7 -0,7513 0,7537 0,3573 -0,3757
K7a -0,2101 0,7537 0,7898 -0,1051
Koi -0,2340 0,7537 0,7667 -0,1170
* Ksi -3,7579 0,7537 0,0025 -1,8789
Kei -0,1174 0,7537 0,8814 -0,0587
*Ka 10,4803 0,7537 0,000009 5,2401
“Ka: 8,4673 0,7537 0,00003 4,2336
*ka 1,8504 0,7537 0,0495 0,9252

* Parametros significativos (p<a; o=0,05).
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Tabela 6.22 - Efeitos principais dos parametros cinéticos sobre a concentragao final de

acido acrilico

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao
Média 28,3567 0,0884 0,0000 28,3567
ki 0,7584 0,1768 0,0051 0,3792
ki 0,1714 0,1768 0,3696 0,0857
ke 1,4083 0,1768 0,0002 0,7041
ks 0,0674 0,1768 0,7159 0,0337
"k 1,3400 0,1768 0,0003 0,6700
ks -0,1320 0,1768 0,4835 -0,0660
ke -0,0792 0,1768 0,6698 -0,0396
k7 -0,1752 0,1768 0,3598 -0,0876
k7, 0,3368 0,1768 0,1053 0,1684
K; -0,2248 0,1768 0,2506 -0,1124
Kia 0,0488 0,1768 0,7917 0,0244
K, -0,0466 0,1768 0,8007 -0,0233
K3 0,0180 0,1768 0,9222 0,0090
Ky -0,5668 0,1768 0,0184 -0,2834
Ks 0,1740 0,1768 0,3629 0,0870
Ke -0,0922 0,1768 0,6205 -0,0461
Kéa -0,0962 0,1768 0,6058 -0,0481
K7 0,0792 0,1768 0,6699 0,0396
K7a -0,0581 0,1768 0,7534 -0,0291
Koi 0,0069 0,1768 0,9701 0,0034
“Ksi 0,4389 0,1768 0,0476 0,2195
Ksi 0,1100 0,1768 0,5565 0,0550
*Ka -6,1223 0,1768 0,0000 -3,0612
* Ky -3,3205 0,1768 0,0000 -1,6603
¥ ka -0,8326 0,1768 0,0033 -0,4162

* Parametros significativos (p<a; o=0,05).
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Tabela 6.23 — Efeitos principais dos parametros cinéticos sobre a concentracdo final de

biomassa
Efeito Desvio padrao p Coeficiente de regressao
Média 22,3843 0,3431 0,0000 22,3842
ki -2,1269 0,6861 0,0211 -1,0635
ki -0,6414 0,6861 0,3859 -0,3207
ks 24711 0,6861 0,0113 1,2355
ks -1,1430 0,6861 0,1468 -0,5715
ky 0,4076 0,6861 0,5742 0,2038
ks 0,0382 0,6861 0,9574 0,0191
ke -0,2950 0,6861 0,6823 -0,1475
k7 -0,2429 0,6861 0,7354 -0,1215
k7, 0,0401 0,6861 0,9552 0,0201
K; 0,2603 0,6861 0,7174 0,1302
Kia -0,4652 0,6861 0,5231 -0,2326
K, 0,7441 0,6861 0,3198 0,3721
LS -2,3760 0,6861 0,01342 -1,1880
K4 -0,1752 0,6861 0,8070 -0,0876
Ks 0,1931 0,6861 0,7878 0,0965
Ke -0,0238 0,6861 0,9735 -0,0119
Kéa 0,0389 0,6861 0,9566 0,0195
K7 0,0388 0,6861 0,9567 0,0194
K7a 0,3826 0,6861 0,5972 0,1913
Koi -0,0566 0,6861 0,9369 -0,0283
Ksi 0,4613 0,6861 0,5264 0,2306
Kei 0,1784 0,6861 0,8035 0,0892
*Ka 4,3006 0,6861 0,0008 2,1503
* Ky -5,9924 0,6861 0,0001 -2,9962
¥ ka -2,5570 0,6861 0,0098 -1,2785

* Parametros significativos (p<a; o=0,05).

Através da andlise da Tabela 6.21 € possivel visualizar que a concentragdo final de

glicose € influenciada por seis velocidades especificas de reacao (ki, ko, k3, ks, ke € k7), uma
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constante afinidade (K;) e quatro constantes de inibicdo (Ksi Ka, KA’ € ky), as quais se
mostraram estatisticamente significativas no planejamento fatorial realizado, para um nivel

de confianca de 95%.

Para a concentracdo final de 4cido acrilico trés velocidades especificas de reacao
(ki, ko e k3), uma constante de afinidade (K4), trés constantes de inibicdo (Ksi, Kae Ky) e a
constante de morte celular (ky), foram identificadas como sendo estatisticamente
significativas, para um nivel de confianga de 95% (Tabela 6.22). Enquanto que, para a
concentracdo final de biomassa as velocidades especificas de reacdo (k; e kj), a constante
de afinidade (K3), as constantes de inibicao (K4 e Ka') € a constante de morte celular (kq)

foram identificadas como sendo estatisticamente significativas (Tabela 6.23).

Depois de identificadas as influéncias dos parametros operacionais, cinéticos e de
projeto sobre o processo, foi realizada a otimizagdo dos parametros operacionais e de
projeto, com o objetivo de encontrar valores que maximizassem o rendimento final de acido

acrilico. Os resultados da otimizagdo serdo apresentados na seqii€ncia.

6.4 Otimizacao do Processo

Nesta secdo serdo apresentados os resultados da otimizagdo do processo de sintese
de acido acrilico via fermentacdo, levando em consideragdo um modelo estruturado com

células imobilizadas.

Para a otimizacdo do processo foram utilizadas trés técnicas de otimizacdo, a
saber, técnica de otimizacdo evoluciondria (EVOP), metodologia de superficie de resposta

(RSM) e a técnica de otimizagdo por programacao quadrética sucessiva (SQP).

Inicialmente, foi realizada a otimizacdo evoluciondria para o0s parametros
operacionais com o objetivo de determinar limites operacionais 6timos ou proximos destes.
Na seqiiéncia, esta técnica de otimizagdo foi aplicada aos parametros de projeto. Foram
realizadas cinco fases de EVOP para os parametros operacionais e de projeto.

Para a otimizacdo evoluciondria dos parametros operacionais € de projeto foram
realizados planejamentos fatoriais completos 2° de acordo com a Tabela 6.24. O Software
STATISTICA foi usado para gerar a matriz dos valores dos pardmetros e o modelo
desenvolvido para representar a sintese de acido acrilico foi usado para gerar a resposta de

interesse. Foi considerada como resposta de interesse a concentracdo de dcido acrilico no
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estado estaciondrio. Os diferentes parametros foram avaliados em dois niveis, inferior (-) e

superior (+), onde estes niveis variam a cada fase da otimizacdo evoluciondria. A Tabela

6.25 apresenta os valores dos parametros operacionais usados na primeira fase da EVOP.

Tabela 6.24 — Matriz codificada dos

arametros operacionais

Ensaios Sin Fin Xin
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1

Tabela 6.25 — Valores dos parAmetros operacionais usados na 1* fase da EVOP

Parametros Niveis
(-) Ponto central +)
Sin 145 150 155
Fin 0,00028 0,0003 0,00032
Xin 17 20 23

O grafico de Pareto (Figura 6.10) foi usado para identificar os efeitos dos

parametros operacionais sobre a concentragdo de 4cido acrilico, para um intervalo de

confianc¢a de 95%, na primeira fase da EVOP.
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B
Y.

225,

-195,219

p=0,05

Efeitos estimados padronizados (valor absoluto)

Figura 6.10 — Grafico de Pareto dos efeitos dos parametros operacionais

da EVOP sdo mostradas na Figura 6.11.

Através da Figura 6.10 pode-se perceber que os parametros Fi, e X, exercem
influéncias estatisticamente significativas sobre a concentracdo de dcido acrilico, para um
intervalo de confianca de 95%. Os dois pardmetros apresentaram efeitos elevados sobre a
concentracdo, porém X, apresentou efeito positivo e Fj, negativo, ou seja, para que se
consiga atingir a maxima concentracdo de 4cido acrilico, a concentracdo de células
alimentadas no biorreator deverd ser mantida em seu valor mdximo (nivel superior),
enquanto a vazao de alimentag@o no seu valor minimo (nivel inferior). Usando os valores
do ponto central desta fase, um rendimento de 4cido acrilico (Yps) de aproximadamente

38% foi obtido. As concentragdes finais médias de 4cido acrilico obtidas na primeira fase

Figura 6.11 — Concentrac¢des finais médias de 4cido acrilico obtidas na 1* fase da EVOP
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A partir dos valores usados na 1* fase da EVOP, foram realizadas mais quatro

fases e os resultados obtidos em cada fase sdo apresentados na seqiiéncia (Figuras 6.12 —
6.15).

Xy 118,693

7
Fin [

%)
L ]
7

Figura 6.12 — Resultados obtidos na 2* fase da EVOP (a — grafico de Pareto dos efeitos dos
parametros operacionais; b — concentracdes médias finais de dcido acrilico)

Xin

7
Fin 7

Efeitos estimados padronizados (valor absoluto)

Figura 6.13 - Resultados obtidos na 3" fase da EVOP (a — gréfico de Pareto dos efeitos dos
parametros operacionais; b — concentracdes médias finais de 4cido acrilico)
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a

Xin | / / 982571

|
p=0,05

Efeitos estimados padronizados (valor absoluto)

Figura 6.14 - Resultados obtidos na 4° fase da
EVOP (a - grafico de Pareto dos efeitos dos parametros operacionais; b — concentracdes
médias finais de acido acrilico)

fﬁn

Xin 43957

7 7
S 288144
in 288144
2 22
7
E,X; ®)
in“in 7
i
SinFin |71 +4:030
a799
SinXin

Efeitos estimados padronizados (valor absoluto)

o

Figura 6.15 - Resultados obtidos na 5 fase da EVOP (a — gréfico de Pareto dos efeitos dos
parametros operacionais; b — concentracdes médias finais de 4cido acrilico)

A otimizagdo evoluciondria foi aplicada, também, para os parametros de projeto, a
saber, didmetro da particula (Dp), didmetro do biorreator (D;) e comprimento do biorreator
(L). Foram realizados planejamentos fatoriais 2} para identificar a influéncia dos
parametros de projeto sobre o processo em estudo. Os diferentes parametros foram
avaliados em dois niveis, inferior (-) e superior (+), onde estes niveis variam a cada fase da
otimizac@o evoluciondria. Os valores dos parametros operacionais (Si,, Fin € Xj,) usados
nesta otimizacdo foram 110kg m'3, 0,00027m3 s'e 22kg m'S, respectivamente, 0s quais
apresentaram melhor resultado na otimizacdo evoluciondria, isto €, apresentaram maior
efeito sobre a concentracdo de 4cido acrilico e maior rendimento. A Tabela 6.26 apresenta

os valores dos parametros de projeto usados na primeira fase da EVOP.
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Tabela 6.26 - Valores dos pardmetros de projeto usados na 1* fase da EVOP

Parametros Niveis
(-) Ponto central +)
D, 0,0028 0,003 0,0032
D, 0,04 0,05 0,06
L 0,9 1 L1

O grafico de Pareto (Figura 6.16) foi usado para identificar os efeitos dos
pardmetros de projeto sobre a concentracdo de 4cido acrilico, para um intervalo de

confianc¢a de 95%, na primeira fase da EVOP.

D, 39044

< .
L %//////////////////% 1638843 ]

D, %Z 364093
DL /: 19,8704
D,D, 3.8221
DL 03402

Efeitos estimados padronizados (valor absoluto)

Figura 6.16 — Gréfico de Pareto dos efeitos dos parametros de projeto

Através da Figura 6.16 pode-se perceber que os parametros (D, L e Dy) e a
interacdo entre (D;) e (L) exercem influéncias estatisticamente significativas sobre a
concentracdo de dcido acrilico, para um intervalo de confiangca de 95%. Estes parametros
apresentaram efeitos positivos sobre a concentracdo, entretanto os efeitos dos parametros D;
e L sdo bem superiores frente aos efeitos de D, e da intera¢do entre (D;) e (L). O
rendimento de 4cido acrilico obtido nesta 1* fase, a partir dos valores do ponto central foi
de aproximadamente 39%. As concentragdes finais médias de 4cido acrilico obtidas na

primeira fase da EVOP sdo mostradas na Figura 6.17.
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33,199

Figura 6.17 - Concentragoes finais médias de 4cido acrilico obtidas na 1° fase da EVOP

A partir dos valores usados na 1* fase da EVOP foram realizadas mais quatro fases

e os resultados obtidos em cada fase sdo apresentados nas Figuras 6.18 — 6.21.

e TN

Efeitos estimados padronizado (valor absoluto)

Figura 6.18 — Resultados obtidos na 2* fase da EVOP (a — grafico de Pareto dos efeitos dos
parametros de projeto; b — concentracdoes médias finais de dcido acrilico)
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Py
a

Dl'

13218221

6444

29,191

Figura 6.19 - Resultados obtidos na 3" fase da EVOP (a — gréfico de Pareto dos efeitos dos
parametros de projeto; b — concentracdes médias finais de 4cido acrilico)

e
D
d

7
D,

L

Efeitosestimados padr onizados ( valor absolu )

30,312

Figura 6.20 - Resultados obtidos na 4* fase da EVOP (a — gréfico de Pareto dos efeitos dos
parametros de projeto; b — concentracdoes médias finais de 4cido acrilico)

a
34,519

,29—,9455——,",,,

) % 151430

3 % 1,0129

[}
p=0,05

Efeitos estimados padronizados (valor absoluto)

Figura 6.21 - Resultados obtidos na 5 fase da EVOP (a — gréfico de Pareto dos efeitos dos
parametros de projeto; b — concentracdes médias finais de 4cido acrilico)
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Depois de concluida a otimizacao evoluciondria dos parametros operacionais e de
projeto, foi realizado um planejamento composto central (tipo estrela) para determinacao da
equacgao do modelo e também, para andlise da superficie de resposta do rendimento final de
dcido acrilico em funcdo dos paramentros operacionais. Neste planejamento foram
utilizados os melhores valores dos parametros de projeto e operacionais obtidos na EVOP.
A matriz codificada dos pardmetros operacionais € apresentada na Tabela 6.27. Os ensaios
1 a 8 correspondem ao planejamento fatorial completo 2%, os ensaios 9 a 14 correspondem
aos pontos axiais € o ensaio 15 ao ponto central (foi usado apenas 1 ponto central, pois se

trata de um trabalho de simulacdo computacional).

Para determinag¢io da equagdo do modelo foram utilizados polindmios de 2°* ordem
e realizada a andlise de variancia dos parametros operacionais sobre o rendimento final de
dcido acrilico, para um intervalo de confianga de 95%. Os resultados da ANOVA sio

apresentados na Tabela 6.28.

Tabela 6.27 — Matriz codificada dos parametros operacionais

Ensaios Sin Fin Xin
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 1
3 -1 1 -1
4 -1 1 1
5 1 -1 -1
6 1 -1 1
7 1 1 -1
8 1 1 1
9 -1,68179 0 0
10 1,68179 0 0
11 0 -1,68179 0
12 0 1,68179 0
13 0 0 -1,68179
14 0 0 1,68179
15 0 0 0
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Tabela 6.28 — ANOVA dos parimetros operacionais sobre o rendimento final de 4cido

acrilico

Fator SQ GL MS F p
*Sin(L) 0,162 1 0,162 159,78 0,000
*Sin(Q) 0,025 1 0,025 24,28 0,0001
*Fin(L) 1,721 1 1,721 1.701,01 0,0000
Fin(Q) 0,004 1 0,004 4,23 0,0738
*Xin(L) 0,027 1 0,027 26,53 0,0009
Xin(Q) 0,0005 1 0,0005 0,47 0,5102

Erro 0,008 8 0,001 3239

SQr 1,944 6 0,324

SQr 1,952 14

R’ 0,996

* Parametros significativos (p<a; a=0,05)

Através dos valores de “p” (p = nivel de significancia), pode-se perceber a
significancia dos trés parametros operacionais (Si,, Fi, € Xj,) sobre o rendimento final de
acido acrilico, para um intervalo de confianca de 95%. Como o valor de Fcuculado
(F = 323,9) é bem maior que o valor de Fipelado (Fog8 = 3,58) € o valor do coeficiente de
determinacdo do modelo (R?) é préximo de 1, pode se dizer que o modelo quadritico é
adequado para verificar a variacdo do rendimento em fung¢do dos trés parametros

analisados.

A Figura 6.22 apresenta a superficie de resposta do rendimento de 4cido acrilico
em funcdo dos parametros (Si, e Fiy), os quais apresentaram maior efeito sobre o
rendimento. Através desta figura é possivel perceber que o maximo rendimento de édcido
acrilico € obtido quando a vazao volumétrica de alimentacdo estd em seu valor minimo € a

concentracdo de substrato alimentada no biorreator estd entre seu valor central € minimo.
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%N]\

Figura 6.22 — Superficie de resposta do rendimento final de 4cido 4crilico em funcdo dos
parametros operacionais

A equacgdo quadrética do modelo, obtida a partir dos resultados do planejamento

estrela para o rendimento de dcido acrilico foi:

Yy, =38451-01095,, + 0,064(S,, )’ — 0,355F,, +0,027(F,, )’ +0,043X,, +0,009(X,,)* (6.33)
S

A Equacdo (6.33) foi utilizada como funcdo objetivo na otimizagdo por
programacdo quadratica sucessiva, onde se buscou maximizar a funcio a partir de valores

de (Sin, Fine Xin).

Com os parametros operacionais otimizados foi obtido um rendimento final de
acido acrilico de aproximadamente 40%, com uma reducdo de 34% na concentracdo de
substrato alimentada no biorreator. A Tabela 6.29 apresenta os valores otimizados dos
parametros operacionais (Sin, Fin € Xj,) obtidos através da otimizagdo por programagao

quadratica sucessiva.

Tabela 6.29 — Valores otimizados dos parametros operacionais

Parametros Valores
Sin (kg m) 99
Fip(m’s™) 0,000225
Xin (kg m™) 232
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6.5 Controle do Processo

Nesta secdo, serdo apresentados os resultados obtidos com a aplicacdo de
estratégias de controle no processo biotecnoldgico de sintese de dacido acrilico,

considerando um modelo estruturado com células imobilizadas.

O objetivo do controle era regular a concentracdo de acido acrilico na saida do
biorreator a partir da manipula¢do dos parametros operacionais. Os algoritmos de controle
aplicados foram o cldssico proporcional integral derivativo (PID), o preditivo (DMC) e o

preditivo adaptativo (STDMC), todos na forma digital.

O primeiro algoritmo de controle aplicado ao processo foi o PID. Inicialmente,
realizaram-se perturbacdes nos trés parametros operacionais (Si,, Xi, € Fiy) e foi analisada a
varia¢do na concentracdo final de 4cido acrilico. Percebeu-se que a vazdo volumétrica de
alimentacdo (F;,) foi o pardmetro que exercia maior influéncia sobre a concentracdo.
Assim, optou-se em manipular a vazio de alimentacdo (Fj,), com o objetivo de controlar a
concentracdo de 4cido acrilico na saida do biorreator. Para analisar a acdo de controle sobre

o processo fermentativo para sintese de dcido acrilico, considerou-se,
v' Alteragdo no set point em aproximadamente + 50% do valor inicial.

A Tabela 6.30 apresenta os valores dos parametros operacionais (Sin, Xin € Fin)

usados no controle do processo fermentativo para sintese do dcido acrilico.

Tabela 6.30 — Valores dos pardmetros usados no controle do processo

Parametros Valores
Sin 150
Xin 20
Fin 0,0005

A Figura 6.23 mostra os resultados obtidos em malha aberta com uma perturbacao

de (x 30%) no valor da vazao em uma hora de processo.
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Figura 6.23 — Resposta do sistema em malha aberta sem ac@o de controle para perturbacio
de (+ 30%) na vazao de alimentacao (Fj,)

Para a acdo do controle PID, considerou-se:

v

v

v

Varidvel controlada: concentracao de acido acrilico na saida do biorreator;

Variavel manipulada: vazao de alimentacao;
Set point: 33kg m™;

Tempo de amostragem: 0,1h.

A Figura 6.24 apresenta os resultados obtidos com a ac¢do do controlador PID na

dinamica do biorreator.

Figura 6.24 - Controle da concentracio de 4cido acrilico na saida do biorreator
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A Figura 6.24 mostra que, quando ocorreu uma mudanca no set point do sistema
(= +50% do seu valor), o controlador proporcional integral derivativo conseguiu levar o

sistema até esse set-point em 45 horas de processo, considerando,
4 ganho do controlador — K, = 0,00001
v constante de tempo integral — Ti =4
v constante de tempo derivativo — Td = 0,1

Para avaliar o desempenho do controlador preditivo (DMC) e do preditivo
adaptativo (STDMC), inicialmente, foram realizadas perturba¢des em malha aberta nos trés
parametros (Sin, Xin € Fin) apés uma hora de processo, e os resultados obtidos sao

apresentados na Figura 6.25. O tempo de amostragem considerado foi de 0, 1h.
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Figura 6.25 - Resposta do sistema em malha aberta para perturbagcdo nos parametros
operacionais  (Sip, Xin € Fin)
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Através da Figura 6.25 € possivel perceber que perturbando Si, e Xin em (£ 40%),
0 sistema apresentou 0 mesmo comportamento. J4 quando a vazdo de alimentagcdo foi
perturbada em (£30), percebeu-se diferentes comportamentos. Com uma perturbacdo de
(+30%), o sistema apds 25 horas de processo se aproxima do set point, enquanto, para uma
perturbacdo de (-30%), apdés 7 horas o sistema atinge um novo valor de concentracdo de

acido acrilico na saida do biorreator.

Para avaliar o desempenho dos controladores DMC e STDMC, F;, também foi
usada como varidvel manipulada. Diversas simulagcdes foram realizadas, variando os
parametros dos controladores, com o objetivo de determinar os melhores, conforme mostra

Figura 6.26.

~ 3549 ~  35-
o o0 8 e 8Ss < P TR T Ty RERLISE ina ma. ime IO
g 1 - . : g 1
2 304 . 2 304
s 1 . g ]
g 254 ¢ = 25
& 1 <
N R CooooooocooooosooOooa s a0l
2 209, T i
) T . 14
s 5] 5 15}
s 154, L) 1591
o | .. . e} |
x§ o ]’ Varla;/el ;namplulafa E, x§ 0 T, Varidvel manipulada F.
£ . o= = 5 7 —e— =095 A=0
5 1l ——a=095 A=1 3 {1 e 02095 A=1
£ 54l —+—a=09 A=1 s 54 —e—a=095 A=10
o 1l set point © —I, set point
0 , T T T T T T T T T T T T 0 T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Tempo (h) Tempo (h)
354
C?E 1
o 307
= ]
S 254
=
g 4
o 204
e}
2 J
<< 154
3 i Varidvel manipulada F,|
] —+—NP__ =10
i _ max
= 10 NP5
8 ——NP__ =20
o 54
5 | —e—NP_ =25
© set point
0 v T v T v T v T v T v T
0 5 10 15 20 25 30
Tempo (h)

Figura 6.26 - Respostas obtidas em malha fechada alterando-se os parametros do
controlador
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A Figura 6.27 mostra os resultados obtidos em malha fechada para o controlador

DMC. As condig¢des usadas nesta simulag@o sdo descritas na Tabela 6.31.

Tabela 6.31 - Condig¢des usadas para avaliagdo do controlador DMC

Varidvel controlada Concentragdo de 4cido acrilico na saida do reator
Varidvel manipulada Vazao de alimentagdo (Fj,)
Alteragdo no set point = 50% = (33(kg m™))

Horizonte de convolugdo 100
Horizonte de predigdo minima 1
Horizonte de predicao maxima 10

Horizonte de controle 1
Constante da trajetdria de referéncia 0,95
(v
Fator de supresséo (A) 1

35+
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Figura 6.27 - Controle da concentracdo de 4cido acrilico na saida do biorreator para uma
alteracao de aproximadamente (+50%) no set point

A Figura 6.27 mostra que, quando ocorre uma mudanca no set point o controlador
DMC consegue levar o sistema a esse set point em 10 horas de processo, apresentando

leves oscilagdes.
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A estratégia de controle DMC foi estendida a forma preditiva adaptativa
(STDMC), através do acoplamento de técnicas de identificacdo “on-line” dos minimos

quadrados recursivos (Vasco de Toledo, 1999).

O controle STDMC € um tipo de controle auto-ajustdvel e, € interessante aplica-lo
em processos nado-lineares ou que variam no tempo. A extensdo a forma auto-ajustavel tem
por objetivo contornar problemas que ocorrem em processos quimicos, onde os parametros
do modelo interno, que permitem representar a dindmica do processo, podem nao satisfazer
as exigéncias necessdrias para um controle eficaz durante um longo periodo de tempo,
garantindo assim, uma boa representacdo dindmica através do seu modelo interno (Stremel,

2001).

Para avaliar o desempenho do controlador STDMC, também foram realizadas
simulac¢des, onde foram variados os parametros de controle (horizonte méximo de predigao,
fator de supressdo e a constante da trajetéria de referéncia). Os resultados obtidos com
aplicagdo do controlador STDMC sdo muito semelhantes aos resultados obtidos com o
DMC, conforme mostra a Figura 6.28. As condi¢des usadas nesta simulagdo sdo descritas

na Tabela 6.32.
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Figura 6.28 - Controle da concentracdo de 4cido acrilico na saida do biorreator para uma
alteracdo de aproximadamente (+50%) no set point
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Tabela 6.32 - Condicdes usadas para avaliagdo do controlador STDMC

Variavel controlada

Concentracdo de acido acrilico na saida do reator

Varidavel manipulada

Vazio de alimentagio (Fj,)

Alteragdo no set point

~50% = (33(kg m™))

Horizonte de convolugdo 100
Horizonte de predicdo minima 1
Horizonte de predigdo méaxima 10

Horizonte de controle 1
Constante da trajetdria de referéncia 0,95
(o0)
Fator de supressdo (A) 1

A Figura 6.29 mostra as respostas obtidas com a aplicacdo das trés estratégias de

controle (PID, DMC e STDMC). Pode-se perceber que utilizando o controle preditivo

(DMC) ou o preditivo adaptativo (STDMC) o sistema atingiu o novo set point em 10 horas

de processo. O controle proporcional integral derivativo (PID) demorou 45 horas para levar

0 sistema a esse novo set point. Mostrando com isso, a maior eficiéncia dos controladores

DMC e STDMC para o processo de sintese de dcido acrilico via processo fermentativo.

Concentracio de Acido Acrilico (kg m)

—*— STDMC —+— DMC ——PID ----- set point
T T T T T T T T T T
10 15 20 25 30
Tempo (h)

Figura 6.29 - Respostas obtidas com as estratégias de controle STDMC, DMC e

PID
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6.5 Conclusao

Neste capitulo foi apresentado um modelo estruturado que representou a sintese de
acido acrilico. Considerou-se um modelo estruturado heterogéneo, com células de
Saccharomyces cerevisiae imobilizadas, onde foram descritos a formagdo de piruvato,
lactato e 4cido acrilico, crescimento celular, quantidade de células ativas e quantidade de
enzima lactato desidrogenase produzidas e consumo de substrato. Um sistema continuo
com dispersdo axial foi considerado. Através da aplicacdo da técnica de planejamento
fatorial, foi possivel identificar parametros operacionais, de projeto e cinéticos que exercem
maior influéncia sobre o processo, podendo com isso determinar os valores 6timos destes
parametros de forma a maximizar a produ¢do do produto desejado. Com a aplicacdo da
otimizacdo evoluciondria, metodologia de superficie de resposta e com o método de
otimizagdo por programacdo quadrética sucessiva, foi possivel encontrar condi¢des que
aumentaram o rendimento final de dcido acrilico em relagdo ao consumo de substrato.
Como também, através da otimizagao por SQP, perceber a sensibilidade deste algoritmo de
otimizacdo e da importancia da estimativa inicial para que ocorra a convergéncia da
resposta para um valor proximo do 6timo. Através da aplicac@o das estratégias de controle
sobre o processo de sintese de dcido acrilico foi possivel aumentar em aproximadamente

50% a concentragdo final de dcido acrilico na saida do biorreator.
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CAPITULO VII. CONCLUSOES FINAIS E SUGESTOES PARA
TRABALHOS FUTUROS

A producdo biotecnoldgica de dcido acrilico tem despertado cada vez mais
interesse de pesquisadores. As opc¢des industriais relevantes para a conversao de biomassa
em 4cido acrilico e acrilatos serdo importantes para a utilizacdo eficiente de fontes

renovaveis e para a redu¢do da dependéncia do petréleo.

Neste trabalho, o processo de sintese de dcido acrilico via processo fermentativo
foi modelado utilizando uma rota glicolitica, onde ocorre a conversdo direta da glicose a
acido acrilico, com formacdo de produtos intermedidrios. Foram desenvolvidos quatro
modelos, onde se levou em consideragdo processos continuos ideais € ndo ideais, como
também, sistemas pseudo-homogéneos e heterogéneos, com representacdo estruturada e
ndo estruturada, para representar a formagao de produto, crescimento celular e consumo de
substrato. Os modelos foram desenvolvidos em linguagem FORTRAN. Foram realizadas as
simulacdoes do processo, e também, a andlise dos parametros dos modelos, através da
técnica de planejamento fatorial para identificacdo da influéncia dos parametros sobre o
processo desenvolvido, podendo assim, aumentar o desempenho operacional e,
conseqiientemente, aumentar a producdo do produto desejado, uma vez que a partir da
degradacdo da glicose diversas reagdes paralelas e consecutivas ocorrem, formando
diferentes produtos. A otimiza¢do dos parametros operacionais também foi realizada, com
o objetivo de encontrar valores 6timos de forma a aumentar a concentracao e o rendimento
final de 4cido acrilico. Nos modelos estruturados foram aplicadas estratégias de controle,
fazendo com que o biorreator operasse de forma eficiente e segura. Os principais resultados
obtidos nos modelos desenvolvidos para representar a sintese biotecnoldgica de &dcido

acrilico podem ser resumidos como:
v' Modelo néo estruturado com células livres

= Considerando um processo continuo, homofermentativo, com mistura

perfeita (CSTBR), uma concentragdo de substrato (Si,) e de células (Xj,) na alimentacio de
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100 kg m” e 20kg m>, respectivamente, € uma taxa de diluicdo (D) de 0,5h™, atingiu-se

uma producdo de 26,5kg m” de 4cido acrilico com uma produtividade de 13,2kg m~h.
. A concentracdo de 4cido acrilico é méxima numa taxa de diluicdo de 0,2h™.

= Cinco parametros cinéticos (K, Ka, ki Umax € m) influenciam

estatisticamente a concentracao final de 4cido acrilico.

=  Com a otimizacdo dos parametros operacionais, foi possivel aumentar a

concentragdo e o rendimento final de acido acrilico.
V' Modelo ndo estruturado com células imobilizadas

. Considerando um processo heterofermentativo, com uma concentracdo de
substrato (Sj,) e de células (Xj,) na alimentacao de 150kg m> e 20kg m'3, respectivamente,
e uma vazao volumétrica (F;,) de 0,0003m3 s'l, foi obtida uma concentracao final de acido

acrilico de 26,8kg m>.

= Se a concentragdo de substrato na alimentacdo (Sj,) for méxima e a vazao

(Fin) minima, maior serd a concentragao final de 4cido acrilico.

= Os sete parametros cinéticos usados no modelo (K, Kj, Ka, kg, ki, Umax € m)

exercem influéncias significativas sobre a concentracdo final de acido acrilico.

As concentragdes de acido acrilico obtidas nos modelos ndo estruturados (células
livres e imobilizadas) desenvolvidos foram muito préximas, concluindo-se a partir desses
resultados, que o modelo ndo estruturado com células imobilizadas nao apresentou

vantagens significativas frente ao modelo com células livres.
V' Modelo estruturado com células livres

. Piruvato atinge uma concentracio maxima de 18,30kg m™ em nove horas de

processo.
. Biomassa aumenta em equilibrio com a concentracdo de substrato.

. Quando a concentracdo de piruvato € muito alta, a enzima lactato

desidrogenase € inibida, diminuindo conseqiientemente, a producao de lactato.

= Uma concentracdo maxima de 54,63kg m™ de 4cido acrilico € obtida em 30h

de processo (Sin = 100kg m'3, Xin = 20kg m3eD= 0,0Sh'l).
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= Entre os vinte e dois parametros cinéticos analisados, nove (kj, ko, k3, k4, ke,
k7., K3, K4 e Ks) foram identificados como sendo estatisticamente significativos sobre a

concentracao final de 4cido acrilico.

. Aumento no rendimento de dcido acrilico foi obtido com a aplica¢do de

estratégias de controle e otimizacdo em duas camadas.
v’ Modelo estruturado com células imobilizadas

= Considerando um processo continuo, uma concentragao de substrato (Si,) de
150 kg m™ e de células (Xin) de 20kg m™ na alimentacdo e uma vazao de alimentagao (F,)

de 0,0003m’ s, atingiu-se uma producdo de 28kg m” de 4cido acrilico.

= Diminuindo a vazdo de alimentacdo (Fj,) e maximizando as concentragdes
de substrato (Sj,) e de células (Xj,) alimentadas no biorreator, maior serd a concentragao

final de acido acrilico.

= Entre os vinte e cinco parametros cinéticos analisados, seis (kj, ko, k4, Ka,
Ka- e kgq) foram identificados como sendo estatisticamente significativos sobre a

concentracao final de 4cido acrilico.

= A aplicagdo de estratégias de controle proporcionou um aumento de
aproximadamente 50% na concentracdo final de acido acrilico, em 10h de processo, através
da manipulacdo da vazdo de alimentagdo e da acdo dos controladores DMC e STDMC e,

em 45h com a acdo do controlador PID.

O desenvolvimento deste trabalho trouxe algumas contribui¢des para o estudo da
obtencdo biotecnoldgica de 4cido acrilico, onde se podem destacar as principais como

sendo:

v" Desenvolvimento de modelos que representam a sintese de dcido acrilico a
partir da degradagdo da glicose. Os poucos trabalhos publicados sobre o assunto fazem
apenas uma “‘prospec¢ao” dos diferentes caminhos metabdlicos para a possivel obtencao
biotecnoldgica do 4cido acrilico, ndo descrevendo cinéticas e modelos para a obtengdo do

produto.

v' Desenvolvimento de modelos que constituem uma ferramenta interessante
para predizer o comportamento do processo de sintese de &acido acrilico via processo

fermentativo. Foram desenvolvidos modelos simples, para representar apenas formacgdo do
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produto, crescimento celular e consumo de substrato, como também, modelos um pouco

mais complexos, onde foi considerada a estrutura interna da célula.

v' Desenvolvimento de processos biotecnoldgicos continuos, considerando
mistura ideal e nao ideal, com biocatalisadores livres e imobilizados, pois a maior parte dos

processos biotecnoldgicos sdo desenvolvidos em operacdes descontinuas.
Algumas sugestoes de trabalhos futuros sdo descritas abaixo.

v' Otimizagdo dos pardmetros cinéticos dos modelos;

v" Desenvolvimento de um modelo considerando um sistema com reciclo de
c€lulas, o que poderd aumentar a produtividade do biorreator;

v" Aplicagdo do modelo para outras estratégias de operagio (batelada, batelada
alimenta e continuo com reatores em série);

v' Desenvolvimento de modelos utilizando diferentes rotas para obtencdo
biotecnolégica de 4cido acrilico;

v Desenvolvimento de modelos estruturados, descrevendo também a
modelagem da matriz intracelular;

v' Desenvolvimento de experimentos para obten¢do de dados cinéticos e
operacionais, podendo com isso ajustar os parametros dos modelos, como também ver a

validade dos modelos desenvolvidos para o processo proposto.
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ANEXO A. Um modelo bioquimico estruturado para

Saccharomyces cerevisiae

Neste anexo serd apresentado, o modelo estruturado bioquimico desenvolvido por
F. Lei, M. Rotboll e S. B. Jorgensen (2001), para representar o crescimento aerébio de

Saccharomyces cerevisiae em um meio limitado por glicose e/ou etanol.

Os autores propuseram um modelo estruturado bioquimico com dois
compartimentos que descreve o crescimento aerébio de Saccharomyces cerevisiae sobre

condicdes de fermentacao ideal.

Para o desenvolvimento do modelo foi considerado que:

1. A glicose € metabolizada por dois caminhos: um caminho catabdlico, onde
através da glicdlise o piruvato é formado e um caminho anabolico que leva a formacao de
biomassa;

2. Em baixos fluxos glicoliticos piruvato é convertido através da enzima
piruvato desidrogenase e do ciclo do acido tricarboxilico (TCA) em COy;

3. Quando o fluxo glicolitico excede um valor critico, a dissimilacdo
respiratoria de piruvato via piruvato desidrogenase € saturada e acetaldeido é formado;

4. Acetaldeido € preferivelmente convertido em acetato, mas através da
saturacao de acetaldeido desidrogenase etanol é produzido.

5. Etanol € convertido via acetaldeido em acetato, que pode ser usado no
caminho catabdlico para formagdo de CO;, ou no caminho anabdlico para formagdo de

biomassa.

As taxas reacionais do modelo sdo apresentadas na seqiiéncia e foram baseadas na
cinética de Michaelis-Menten em relacdo a um determinado substrato e com dependéncia

de primeira ordem em relacdo a biomassa ativa.

Sglu

s s
glu glu
n=ky—————X,+tky,———— X, kg

Sacetald X a
Sglu + Ky Selu + Ky, Selu (Klisacetald +1)+Kle

(A.1)
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r9= kg

1’2 = k2 Spyr !
a
Spyr +K2 K2isglu +1
4
S
_ pyr
n=k3—7—X,
Spyr + K3
_ Sacetald
ry =ky XaX Acdh
Sacetald t K4
_ Sacetate Sacetate 1
rs = k5 K Xa +k56‘ Ke K 1
Sacetate T K5 Sacetate T K5¢ 5iSglu +
re = k6 Sacetald — k6rsethanol X
a
Sacetald T KG + K6rsethanol
Sg]
r=k, —S5% X
7 7 a
Sglu + K5
rg = k8 Sacetate 1
Sacetate T Kse KSnglu +1
Sl s 1 Sel
giu + k9e ethanol Xa + k9c giu Xa
S glu + Ko Sethanol T Koe K9isglu +1 S glu + Ko

S
_ glu Sethanol
no =kio————— X4 +ki0e X

a
S glu +Kjo Sethanol T K10e

n1 =k11X Acdn

(A2)

(A.3)

(A4)

(A.5)

(A.6)

(A7)

(A.8)

(A.9)

(A.10)

(A.11)

Os parametros do modelo foram estimados usando uma combina¢do de dados

alimentada e continuo).

dinamico e estaciondrio para limitar o numero de parametros do modelo insensiveis,
enquanto que a validacdo do modelo foi feita somente com dados do comportamento

dindmico. O modelo foi testado em varios modos de operacdo (batelada, batelada

As Figuras A.1 e A.2 apresentam os resultados obtidos por Lei et al. (2001), para

um processo continuo € uma taxa de diluicdo variando entre (0,08 — 0,265h™) e um
processo batelada com uma concentragdo inicial de glicose de 15g L' A Figura A.3

apresenta os resultados obtidos através da reproducdo do modelo de Lei et al. (2001).

Na Figura A.4 sdo apresentados os perfis de concentracdo de glicose, etanol e

biomassa obtidos com os parametros ajustados por Rivera (2006). Pela falta de dados
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experimentais disponiveis, os perfis de acetato, piruvato e X, ndo foram ajustados. As
condic¢des iniciais usadas no modelo ajustado ndo foram as mesmas usadas por Lei et al.

(2001), apenas os parametros cinéticos.

— —0.02
_ 04 -
= —
@ 2
§ 0.2 5 0.01
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Figura A.1 - Perfis de concentracio para uma cultura continua (Lei ez al. 2001)
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Nomenclatura

k; taxa especifica de reacdo (h™)
K; constante de afinidade (g L'l)
K constante de inibicdo (L g™)

I taxa de reacao (h'l)
Si concentragdo extracelular (g L
Xi concentracdo intracelular

Xacdn acetaldeido desidrogenase (g g'l)

Xa material celular ativo (g g_lbiomassa)

24
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ANEXO B. Desenvolvimento de modelos estruturados alternativos para o

processo de producao de etanol

Neste anexo serd apresentado de forma resumida, o modelo estruturado

desenvolvido por Stremel (2001) para representar a producao de etanol.

O modelo matemadtico estruturado foi desenvolvido por Stremel (2001) para
representar a simulacdo dindmica de um biorreator tubular com células de Saccharomyces

cerevisiae imobilizadas para produc¢do de etanol.

As reacOes e as taxas reacionais envolvidas no processo sdo apresentadas a seguir.

Ry
F[S]- F,[P]
0,732R6X[S]

Fo[$]—6—0,732X 5] Xfr]
Fy[P]+0, —221CA +CO,

FyulP ]L> F3[A]

Fy[A]+ 0, + X[, —4—TCA+ X[, +CO,

Fy[Al+ X[ o] —2 F5[E]+ X[ 1,] + €O,

FylAl—21 050x ) 08Xy

X(s) Rg Xpp) (0,732R6 +0.850R7 )X [p] Xpr]

X[s) Rg Xp) (0,732R6 +0,850R7 )X /] X
(0,732R¢ +0,850R7 )X fe]

X[s]— 12 X[ ]

R (i

onde, F;, F,, Fs, Fs e Fg s@o constantes estequiométricas a serem ajustadas para as rotas
glicoliticas e respiratéria. As varidveis X € Xjf) correspondem as enzimas da rota
respiratéria e fermentativa, respectivamente. Xs; representa todos os componentes
intracelulares responsdveis pelas atividades celulares de respiragdo, fermentacdo e
constituicdo dos componentes Xpj;, 0s quais sdo responsdveis pela parte estrutural e

genética da célula.

211



ANEXO B
Modelagem e Controle da Sintese do Acido Acrilico via Processo Fermentativo

Rl Zkl S Xs+k1 54 Xs (B.1)
S+S; S(1+K;A)+ Sy,
P
Ry =k X B.2
2 =R Py At 1)+ S5 NS +1)° -2
P
Ry =k X B.3
3 3 P+ S3 s ( )
1
kyA| ky —]X X
o ( ¢ (KyS+1)) 70 B4
4 (A+Sy4) '
ks, E
ksl A——2—— X X
N A= ko .
> (A+ S5 +Ss,E) '
S
Rg = X B.6
67 0 g s, S (5.0
A
R, =k X . )\X B.7
7 4(A+S4)(K4i5+1)( r)( s) ( )
S E
Rg =k X, +kg, —X B.8
8 =R o g A 8eE+Sse 5 (B.8)
E 1
Rg = kg[ S + J 3 X (B.9)
S+S89 E+S9, \ Ko;S” +1
A
KlOiS +1 *+910e
Nomenclatura
A concentracdo de acetaldeido (g LY
E concentracdo de etanol (g LY
F; fator estequiométrico
kq constante de morte celular (h'l)
k; taxa especifica de reacdo (h™)

K constante de inibi¢io (L g")
my; constante de afinidade (g L'l)

P concentracdo de piruvato (g L
R; taxa de reacdo (h'l)

S concentracdo de substrato (g L
S

constante de afinidade (g L'l)

ot
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APENDICE A

Neste apéndice serdo apresentadas as simulacdes e as andlises de varidncia

relacionadas ao planejamento fatorial 2° e ao planejamento de Plackett-Burman com 12

ensaios apresentados no Capitulo III.

A Figura A.1 apresenta as simulagdes realizadas no modelo em estudo, de acordo

com planejamento fatorial 2°.

105 T a 244 b
_ -7 — x/x/><—><—><—><—x—x—><—><—><—><—><—><—><—><—><—><—><—><—><—x—><
r’\”\ %) - Ve IE /
g o 204 ¥
on _e-0-0-0-0 X%
=) 75 4 o o0 0° o-eee = / . SRR - o Y
9 o® 2 164 |
] B . g
é 60 ' . ./. 2 ¥
© o A 12 -
° .
S 454 a 3 v T,
1% o ® /V,V/V*V’V’V’V/v7' 1% 8 '\'\V~v—w;w,w,ﬂdbnf.‘;ﬂf"g,J,J,J,J,
g /v/y/V/V & B e e e e e S S S
b=] 304 '/V’v = v/ — N
s -V s 4 P = NN EENEE-EEEE-E-EE
Q -V 1 44 L) ® 0 0. 0. 0-0.9.0.0.0-0-0-0-0-0_0_6_ . o
g 15 A v/V g / -0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0- 000
1) al/ Y s}
S / —a 3
0 A, W g g m-m-E-E-E-E-E-E-E-E-E-E-E-E-E-E-E-E-N 0 . : . : . : . : i : i :
O U U 0 4 8 12 16 20 24
0 4 8 12 16 20 24
Tempo (h) Tempo (h)
Simulagoes ‘ Simulagoes
—m—(1) —o—(2) 3) —v— @) S — —©6) — — () — —@® ) —e—(2 ()N Al C)) S) —+—(0) —X—= () —*—(@®)
90 c —~ 44 d
e R =
Y VYVVVV-VSV-vev-vey L s g
~ a5 v/f'/' M 8 354 S A S AL AAASA A
k= v/( = ('/r
o 2
=< XK K KKK KR KK KKK KR KKK KKK = i XK KKK KKK KKK KKK KKK KKK
= 60+ X/ 5 28 *
= v o ~0-9-0-0-90-90-0-90-9-0-0-0-0-0-0-0-0-0 < v 9900 0000000000000 00
g £/ . S "
3 454 y ¢ 5 204 v e
/ 2 /
% }/+,+,+,+ ; ; ° 1 /g/+,+;+,+,+ ““““““““
=1 * o PP n-R-A-A-A-R-A ° 144 v A o o n_p-n-n-n-n-A-R-A-RA
s, /o,X,,><7><7><—>.<;i:ﬁ;l—~:><fx—x—x— TREXX-X-X—X—X—X 8 * /},,><,r><7><—>.<:§;i:i:u—u—><—><—><—><— BRI XXX
g 7~ /./l/./ g 1 7 e
5 a = T9/4® u
Q A Q
= I3
) 5 s
“ T T T T T T T T r T © 0 %= T T T T T T T T T T T
4 12 16 20 2 0 4 Tem ) 16 2 2
Tempo (h) S
Simulagdes ‘ Simulagdes
) @) A ) v (5) —+—(6) X~ (D) —*—(®) Sl O B e € e € R ) B, ) Bl (2 B O B ]

Figura A.1 - Perfis de concentracdo obtidos nas simula¢des conforme planejamento fatorial
23 (a— glicose; b — biomassa; ¢ — lactato; d — 4cido acrilico)

As Tabelas A.1 — A.8 apresentam as andlises de varidncia dos pardmetros

operacionais (Si,, Xin € D) sobre as concentracdes de glicose, biomassa, lactato e 4cido
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acrilico, respectivamente, e os coeficientes de determinacdo do modelo para um nivel de

confianga de 95%.

Tabela A.1 - ANOVA dos parimetros operacionais sobre as concentracdes de glicose
(comportamento dinamico)

Fator SQ GL MQ F
SQr 2.379.5 6 396,581
89,623
SQ: 4,425 1 4,425
SQr 2.383.9 7
R? 0,9981

Tabela A.2 - ANOVA dos parimetros operacionais sobre a concentracdo final de glicose

Fator SQ GL MQ F
SQr 11.459.5 6 1.909,9
269.459
SQ: 7,09 1 7,088
SQr 11.466,6 7
R’ 0,9994

Tabela A.3 - ANOVA dos pardmetros operacionais sobre as concentracdes de biomassa
(comportamento dinamico)

Fator SQ GL MQ F
SQr 156,254 6 26,042
SQr 0,002 1 0,002 no
SQr 156,256 7
R’ 0,9999

Tabela A.4 - ANOVA dos parametros operacionais sobre a concentracao final de biomassa

Fator SQ GL MQ F
SQr 474,31 6 79,052
7,948
SQ: 9,946 1 9,946
SQr 484,256 7
R® 0,9795
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Tabela A.5 - ANOVA dos parametros operacionais sobre as concentracdes de lactato
(comportamento dinamico)

Fator SQ GL MQ F
SQr 390,948 6 65,158
18,145
SQ: 3,591 1 3,591
SQr 394,539 7
R® 0,9909

Tabela A.6 - ANOVA dos parametros operacionais sobre a concentracao final de lactato

Fator SQ GL MQ F
SQr 4.057.2 6 676,207
8,002
Erro 84.500 1 84.500
SQr 4.141,2 7
R® 0,9796

Tabela A.7 - ANOVA dos parametros operacionais sobre as concentracdes de &cido

acrilico (comportamento dinamico)

Fator SQ GL MQ F
SQr 73,185 5 14,637
20,85
SQr 0,702 1 0,702
SQr 73,887 6
R’ 0,9909

Tabela A.8 - ANOVA dos parametros operacionais sobre a concentracao final de acido

acrilico
Fator SQ GL MQ F
SQr 801,82 6 133,637
8,0
SQr 16,704 1 16,704
SQr 818,524 7
R® 0,9796

Na Figura A.2 sdo apresentadas as simulacdes realizadas de acordo com o

planejamento Plackett-Burman com 12 ensaios, descrito no Capitulo III.
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Figura A.2- Perfis de concentracio obtidos nas simula¢des conforme planejamento
Plackett-Burman com 12 ensaios (a — glicose; b — biomassa; ¢ — lactato; d — 4cido acrilico)

As Tabelas A.9 — A.16 apresentam as andlises de varidncia dos parametros
cinéticos (K, Kj, Ka, kg, ki, Umax € m) sobre as concentragdes de substrato, biomassa,
lactato e acido acrilico, respectivamente, e os coeficientes de determina¢do do modelo para

um nivel de confianca de 95%.

Tabela A.9 - ANOVA dos parametros cinéticos sobre as concentragdes de glicose
(comportamento dinamico)

Fator SQ GL MQ F
SQr 513,999 7 73,428
27.793
SQr 10,566 4 2,642
SQr 524,565 11
R® 0,9799
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Tabela A.10 - ANOVA dos parametros cinéticos sobre a concentragdo final de glicose

Fator SQ GL MQ F
SQr 2.389,175 7 341,311
21,401
SQr 63,792 4 15,948
SQr 2.452,967 11
R® 0,9740

Tabela A.11 - ANOVA dos parametros cinéticos sobre as concentracdes de biomassa
(comportamento dinamico)

Fator SQ GL MQ F
SQr 0,1463 7 0,0209
20,9
SQr 0,004 4 0,001
SQr 0,1503 11
R® 0,9741

Tabela A.12 - ANOVA dos parametros cinéticos sobre a concentracao final de biomassa

Fator SQ GL MQ F
SQr 88,930 7 12,704
110,472
SQ: 0,459 4 0,115
SQr 89,389 11
R® 0,9949

Tabela A.13 - ANOVA dos parametros cinéticos sobre as

(comportamento dinamico)

concentracdes de lactato

Fator SQ GL MQ F
SQr 657,435 7 93,919
6,701
SQr 56,061 4 14,015
SQr 713,496 11
R® 0,9214
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Tabela A.14 - ANOVA dos parametros cinéticos sobre a concentragdo final de lactato

Fator SQ GL MQ F
SQr 2.015 7 287,859
34,850
SQr 33,039 4 8,260
SQr 2.048 11
R® 0,9839

Tabela A.15 - ANOVA dos parametros cinéticos sobre as concentracdes de dcido acrilico
(comportamento dinamico)

Fator SQ GL MQ F
SQr 80,119 7 11,446
24,059
SQr 1,693 4 0,423
SQr 81,812 11
R® 0,9793

Tabela A.16 - ANOVA dos parametros cinéticos sobre a concentracdo final de &cido

acrilico
Fator SQ GL MQ F
SQr 398,137 7 56,877
35,0
SQ: 6,499 4 1,625
SQr 404,636 11
R® 0,9839
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APENDICE B

Neste apéndice serdo apresentadas as simulacdes e as andlises de varidncia

relacionadas aos planejamentos fatoriais 2% e a0 planejamento de Plackett-Burman com 12

ensaios apresentados no Capitulo IV.

A Figura B.1 apresenta as simulagdes realizadas no modelo de acordo com

planejamento fatorial 2°, realizado para avaliar a influéncia dos parimetros operacionais

(Sin, Fin, Xin) sobre as concentragdes de glicose, dcido acrilico e biomassa.
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Figura B.1 - Perfis de concentracdo obtidos nas simulacdes conforme planejamento fatorial
2* dos pardmetros operacionais (a — glicose; b — dcido acrilico; ¢ - biomassa)

As Tabelas B.1

B.6 apresentam as andlises de varidncia dos pardmetros

operacionais (Si,, Fin € Xj,) sobre as concentracdes de glicose, dcido acrilico e biomassa,

221



APENDICE B
Modelagem e Controle da Sintese do Acido Acrilico via Processo Fermentativo

respectivamente, € os coeficientes de determinacdo do modelo (R?) para um nivel de

confianga de 95%.

Tabela B.1 - ANOVA dos parametros operacionais sobre as concentragdes de glicose
(comportamento dindmico)

Fator SQ GL MQ Fealculado
SQx 3.572,8 6 595,465
SQ: 64,513 1 64,513 9,230
SQr 3.637,3 7
R’ 0,9823

Tabela B.2 - ANOVA dos pardmetros operacionais sobre a concentracdo final de glicose

Fator SQ GL MQ Falculado
SQr 1.810,1 6 301,68
63,929
SQ, 4,719 1 4,719
SQr 1.814,8 7
R® 0,9974

Tabela B.3 - ANOVA dos parametros operacionais sobre as concentracdes de acido
acrilico (comportamento dindmico)

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 16,160 6 2,693
10,162
SQ: 0,265 1 0,265
SQr 16,425 7
R’ 0,9838

Tabela B.4 - ANOVA dos parametros operacionais sobre a concentra¢ao final de 4cido
acrilico

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 171,810 5 34,362
10,362
SQ: 6,633 2 3,316
SQr 178,443 7
R 0,9628
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Tabela B.5 - ANOVA dos parimetros operacionais sobre as concentracdes de biomassa
(comportamento dinAmico)

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 112,061 6 18,677
0,656
SQ: 28,463 1 28,463
SQr 140,524 7
R’ 0,7974

Tabela B.6 - ANOVA dos pardmetros operacionais sobre a concentracao final de biomassa

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 137,216 6 22,869
SQ; 0,317 1 0,317 72,143
SQr 137,533 7
R’ 0,9977

A Figura B.2 apresenta as simulagdes realizadas no modelo, de acordo com

planejamento fatorial 2°, realizado para avaliar a influéncia dos parimetros de projeto (Dy,

D;e L) sobre as concentracdes de glicose, dcido acrilico e biomassa.
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Figura B.2 - Perfis de concentracdo obtidos nas simulacdes conforme planejamento fatorial
2% dos parametros de projeto (a — glicose; b - 4cido acrilico; ¢ — biomassa)

As Tabelas B.7 — B.12 apresentam as andlises de variancia dos parametros de

projeto (Dp, Dy e L) sobre as concentragdes de glicose, dcido acrilico e biomassa,

respectivamente, € os coeficientes de determinacdo do modelo (R?) para um nivel de

confianga de 95%.
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Tabela B.7 - ANOVA dos parametros de projeto sobre as concentracdes de glicose
(comportamento dinAmico)

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 2,207 6 0,368
SQ; 0,003 1 0,003 122,667
SQr 2,210 7
R’ 0,9988

Tabela B.8 - ANOVA dos parametros de projeto sobre a concentracao final de glicose

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 938,785 6 156,464
52.154
SQ: 0,003 1 0,003
SQr 938,788 7
R’ 0,9999

Tabela B.9 - ANOVA dos parametros de projeto sobre as concentracdes de acido acrilico
(comportamento dindmico)

Fator SQ GL MQ F calculado
SQr 0,0879 6 0,015
SQ: 0,0001 1 0,0001 150,0
SQr 0,088 7
R’ 0,9988

Tabela B.10 - ANOVA dos parametros de projeto sobre a concentracdo final de 4cido

acrilico
Fator SQ GL MQ F calculado
SQr 37,552 6 6,259
SQ; 0,00011 1 0,00011 56.900
SQr 37,552 7
R’ 0,9999
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Tabela B.11 - ANOVA dos parametros de projeto sobre as concentragdes de biomassa
(comportamento dinAmico)

Fator SQ GL MQ F calculado
SQx 22,326 6 3,721
SQ; 3,724 1 3,724 1
SQr 26,05 7
R’ 0,8571

Tabela B.12 - ANOVA dos parametros de projeto sobre a concentragdo final de biomassa

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 55,207 6 9,201
920.116
SQ: 0,00001 1 0,00001
SQr 55,207 7
R’ 0,9999

A Figura B.3 apresenta as simulagdes realizadas no modelo apresentado no

Capitulo IV, de acordo com planejamento de Plackett-Burman com 12 ensaios, que foi

realizado para avaliar a influéncia dos parametros cinéticos (K, Ki, Ka kg, K¢, Wmax, m) sobre

as concentracgoes de glicose, dcido acrilico e biomassa.
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Figura B.3 - Perfis de concentracdo obtidos nas simulacdes conforme planejamento de
Plackett-Burman dos parametros cinéticos (a — glicose; b - 4cido acrilico; ¢ — biomassa)

As Tabelas B.13 — B.18 apresentam as andlises de variancia dos parametros

cinéticos (K, Kj, Ka, kg, ki, lmax € m) sobre as concentragdes de glicose, acido acrilico e
. . . . . ~ 2

biomassa, respectivamente, e os coeficientes de determinacdo do modelo (R”) para um

nivel de confianca de 95%.
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Tabela B.13 - ANOVA dos parametros cinéticos sobre as concentragdes de glicose

(comportamento dinAmico)

Fator SQ GL MQ Falculado
SQr 1.998,5 7 285,508
55,807
SQ: 20,466 4 5,116
SQr 2.019 11
R’ 0,9899

Tabela B.14 - ANOVA dos pardmetros cinéticos sobre a concentracao final de glicose

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 1.203,5 7 171,937
760,783
SQ; 0,903 4 0,226
SQr 1.204,4 11
R’ 0,9993

Tabela B.15 - ANOVA dos parametros cinéticos sobre as concentracdes de acido acrilico

(comportamento dindmico)

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 79,939 7 11,420
55,707
SQ: 0,818 4 0,205
SQr 80,757 11
R® 0,9899

Tabela B.16 - ANOVA dos pardmetros cinéticos sobre a concentracdo final de 4cido

acrilico
Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 48,142 7 6,877
764,111
SQ: 0,036 4 0,009
SQr 48,178 11
R* 0,9993
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Tabela B.17 - ANOVA dos parametros cinéticos sobre as concentracdes de biomassa

(comportamento dinAmico)

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 0,5186 7 0,0741
87,176
SQ: 0,0034 4 0,00085
SQr 0,522 11
R’ 0,9939

Tabela B.18 - ANOVA dos parametros cinéticos sobre a concentracao final de biomassa

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 52,568 7 7,509
59,126
SQ; 0,509 4 0,127
SQr 53,077 11
R® 0,9904
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APENDICE C

Neste apéndice serdo apresentadas as simulacdes e as andlises de varidncia

relacionadas ao planejamento fatorial 2° e ao planejamento de Plackett-Burman com 32

ensaios apresentados no Capitulo V.

A Figura C.1 apresenta as simulagdes realizadas no modelo, de acordo com

planejamento fatorial 2°, realizado para avaliar a influéncia dos parimetros operacionais

(Sin, Xin, D) sobre as concentragdes de glicose, piruvato, lactato, dcido acrilico e biomassa.
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Figura C.1 - Perfis de concentracio obtidos nas simula¢des conforme planejamento fatorial

2% dos pardmetros operacionais
(a — glicose; b — piruvato; ¢ — lactato; d - 4cido acrilico; e — biomassa)

As Tabelas C.1 — C.5 apresentam as andlises de varidncia dos pardmetros

operacionais (Siy, Xi, € D) sobre as concentragdes de glicose, piruvato, lactato, 4dcido

. . . . . . - 2
acrilico e biomassa, respectivamente, e os coeficientes de determinacdo do modelo (R”)

para um nivel de confianca de 95%.

Tabela C.1- ANOVA dos parametros operacionais sobre as concentragdes de glicose

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 65,907 6 10,984 1.098.5
SQ; 0,00001 1 0,00001
SQr 65,907 7
R’ 0,9999

Tabela C.2- ANOVA dos parametros operacionais sobre as concentragdes de piruvato

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQx 0,1299 6 0,0216 1.661,5
SQ: 0,000013 1 0,000013
SQr 0,013 7
R’ 0,9991
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Tabela C.3- ANOVA dos parametros operacionais sobre as concentragdes de lactato

Fator SQ GL MQ Fealculado
SQr 0,2829 6 0,04715 428,636
SQ: 0,00011 1 0,00011
SQr 0,283 7

R’ 0,9996

Tabela C.4- ANOVA dos parametros operacionais sobre as concentracdes de 4cido acrilico

Fator SQ GL MQ F calculado
SQx 7,461 6 1,243 1.243
SQ; 0,001 1 0,001
SQr 7,462 7

R’ 0,9999

Tabela C.5- ANOVA dos parametros operacionais sobre as concentragdes de biomassa

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQx 76,420 6 12,737 1819,6
SQ: 0,007 1 0,007
SQr 76,427 7

R’ 0,9999

As tabelas C.6 — C.10 apresentam as andlises de variancia dos parametros cinéticos

sobre as concentracoes de glicose, piruvato, lactato, &cido acrilico e biomassa,

respectivamente, e os coeficientes de determinacdo do modelo (R?) para um nivel de

confian¢a de 95%.

Tabela C.6 - ANOVA dos parAmetros cinéticos sobre as concentrac¢des de glicose

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 0,487 2 0,022 8.148
SQr 1.2B-05 9 2.7E-06
SQr 0,487 31

R’ 0,9999
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Tabela C.7 - ANOVA dos parametros cinéticos sobre as concentragdes de piruvato

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 0.514 22 0.023 3.833
SQr SE-05 9 6E-06

SQr 0,514 31

R® 0,9999

Tabela C.8 - ANOVA dos parimetros cinéticos sobre as concentra¢des de lactato

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 0,462 22 0,021 7.000
SQr 2.8E-05 ? 3E-06
SQr 0,462 31

R’ 0,9999

Tabela C.9 - ANOVA dos parametros cinéticos sobre as concentragdes de dcido acrilico

Fator SQ GL MQ F calculado
SQr 0,555 22 0,0252 4500
SQ; '

5E-05 9 6E-06
SQr 0,555 31
R” 0,9999

Tabela C.10 - ANOVA dos parametros cinéticos sobre as concentragdes de biomassa

Fator SQ GL MQ F calculado
SQr 7.101 22 0.323
S 2.3071
Q 0,00013 9 1,4E-05
SQr
7.101 31
2
R 0,9999
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APENDICE D

Neste apéndice serdo apresentadas as simulacdes e as andlises de varidncia

relacionadas aos planejamentos fatoriais 2% eao planejamento de Plackett-Burmann com 32

ensaios apresentados no Capitulo VL.

A Figura D.1 apresenta as simulac¢des realizadas no modelo, de acordo com o

planejamento fatorial 2° que foi realizado para avaliar a influéncia dos pardmetros

operacionais (Sin, Fin, Xin) sobre as concentra¢des de glicose, dcido acrilico e biomassa.
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Figura D.1 - Perfis de concentracdo obtidos nas simula¢des conforme planejamento fatorial
2% dos parametros operacionais (a — glicose; b — 4cido acrilico; ¢ — biomassa)
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As Tabelas D.1 — D.6 apresentam as anélises de variincia dos parametros (Sip, Fin

e Xjn) sobre as concentragdes de glicose, dcido acrilico e biomassa, respectivamente, € 0s

coeficientes de determinacio do modelo (R*) para um nivel de confianca de 95%.

Tabela D.1- ANOVA dos parametros operacionais sobre as concentragdes de glicose
(comportamento dindmico)

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 6.984,3 6 1.164
116.405
SQ: 0,001 1 0,001
SQr 6.984,3 7
R’ 0,9999

Tabela D.2- ANOVA dos parametros operacionais sobre a concentracdo final de glicose

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 7.133,1 6 1.188,8
5,94E+09
SQ, 2E-07 1 2E-07
SQr 7.133,1 7
R’ 0,9999

Tabela D.3- ANOVA dos parametros operacionais sobre as concentracdes de acido acrilico
(comportamento dinAmico)

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 40,200 6 6,7
15.227.4
SQ; 0,00044 1 0,00044
SQr 40,200 7
R’ 0,9999

Tabela D.4- ANOVA dos parametros operacionais sobre a concentra¢do final de 4cido

acrilico
Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 18,641 6 3,107
3,107E+06
SQ; 1E-06 1 1E-06
SQr 18,641 7
R’ 0,9999
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Tabela D.5- ANOVA dos parametros operacionais sobre as concentragdes de biomassa
(comportamento dinAmico)

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 108,779 6 18,130
1,81E+05
SQ: 0,0001 1 0,0001
SQr 108,779 7
R’ 0,9999

Tabela D.6- ANOVA dos parametros operacionais sobre a concentracao final de biomassa

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 50,842 6 8,474
2.824,7
SQ; 0,003 1 0,003
SQr 50,845 7
R’ 0,9999
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A Figura D.2 apresenta as simulacdes realizadas no modelo de acordo com
planejamento fatorial 2°, realizado para avaliar a influéncia dos parimetros de projeto (Dy,

D;e L) sobre as concentragdes de glicose, dcido acrilico e biomassa.
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Figura D.2 - Perfis de concentracio obtidos nas simulacdes conforme planejamento
fatorial 2° dos pardmetros de projeto (a — glicose; b — dcido acrilico; ¢ — biomassa)

As tabelas D.7 — D.12 apresentam as andlises de variancia dos parametros de
projeto (Dp, Dy e L) sobre as concentragdes de glicose, dcido acrilico e biomassa,
respectivamente, € os coeficientes de determinacdo do modelo (R?) para um nivel de

confianga de 95%.

238



APENDICE D

Modelagem e Controle da Sintese do Acido Acrilico via Processo Fermentativo

Tabela D.7 - ANOVA dos parametros de projeto sobre as concentracdes de glicose
(comportamento dinAmico)

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 10,481 6 1,747
3,049
SQ: 0,573 1 0,573
SQr 11,054 7
R’ 0,9482

Tabela D.8 - ANOVA dos parametros de projeto sobre a concentragao final de glicose

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 428,598 6 71,433
29.763,7
SQ: 0,0024 1 0,0024
SQr 428,6 7
R’ 0,9999

Tabela D.9 - ANOVA dos parametros de projeto sobre as concentracdes de acido acrilico
(comportamento dindmico)

Fator SQ GL MQ Falcutado
SQxr 1,487 6 0,248 5o
SQ: 0,048 1 0,048
SQr 1,535 7

R’ 0,9690

Tabela D.10 - ANOVA dos parametros de projeto sobre a concentracdo final de 4cido

acrilico
Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 103,622 6 17,270
17.270
SQ: 0,001 1 0,001
SQr 103,623 7
R’ 0,9999
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Tabela D.11 - ANOVA dos parametros de projeto sobre as concentragdes de biomassa
(comportamento dinAmico)

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 0,148 6 0,025
465,407
SQ: 5,3E-05 1 5,3E-05
SQr 0,148 7
R® 0,9996

Tabela D.12 - ANOVA dos parametros de projeto sobre a concentracdo final de biomassa

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQx 27,384 6 4,564
380,3
SQ. 0,012 1 0,012
SQr 27,396 7
R’ 0,9995

As Tabelas D.13 — D.15 apresentam os efeitos dos parametros cinéticos sobre as

concentracdes de glicose, 4cido acrilico e biomassa, durante o comportamento dindmico do

Pprocesso.
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Tabela D.13 - Efeitos dos parametros cinéticos sobre as concentragdes de glicose

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de
regressao
Média 84,4705 0,3019 0,0000 84,4705

ki -4,6641 0,6038 0,0002 -2,3320
Kia -0,8204 0,6038 0,2231 -0,4102
ka2 -17,8402 0,6038 0,0000 -8,9201
ks 52572 0,6038 0,0001 2,6286
ky -0,3047 0,6038 0,6318 -0,1523
ks -0,4693 0,6038 0,4665 -0,2347
* ko 2,8003 0,6038 0,0035 1,4001
ks 1,9512 0,6038 0,0179 0,9756
k7, 0,6714 0,6038 0,3088 0,3357
Ky 0,4799 0,6038 0,4571 0,2399
Kia 0,0842 0,6038 0,8937 0,0421
* K> 2,8803 0,6038 0,0031 1,4401
Ks -1,5520 0,6038 0,0423 -0,7759
K4 -0,1207 0,6038 0,8481 -0,0604
Ks 0,1329 0,6038 0,8331 0,0665
K¢ 0,2870 0,6038 0,6514 0,1435
*Koa 1,5426 0,6038 0,0432 0,7713
K7 -0,5631 0,6038 0,3870 -0,2815
K7, -0,3269 0,6038 0,6078 -0,1634
Ko -0,1257 0,6038 0,8420 -0,0628
* Ki -2,9320 0,6038 0,0028 -1,4659
Kei -0,0596 0,6038 0,9246 -0,0298
*Ka 74273 0,6038 0,0000 3,7137
Ka 0,5732 0,6038 0,3791 0,2866
kq -0,0863 0,6038 0,8910 -0,0431

* Parametros significativos (p < a; o = 0,05)

241



APENDICE D
Modelagem e Controle da Sintese do Acido Acrilico via Processo Fermentativo

Tabela D.14 - Efeitos dos parametros cinéticos sobre as concentracdes de dcido acrilico

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de

regressao

Média 18,0428 0,0670 0,0000 18,0428
ki 1,4029 0,1341 0,0000 0,7015
*ki1a 0,3972 0,1341 0,0252 0,1986
k2 3,1137 0,1341 0,0000 1,5569
ks 0,7729 0,1341 0,0012 0,3865
ks 2,5299 0,1341 0,0000 1,2649
ks -0,2112 0,1341 0,1662 -0,1056
* ko -0,6503 0,1341 0,0028 -0,3251
k7 0,0496 0,1341 0,7242 0,0248
k74 0,2344 0,1341 0,1309 0,1172
K -0,2912 0,1341 0,0729 -0,1456
ki -0,0045 0,1341 0,9742 -0,0023
* K> -0,5308 0,1341 0,0075 -0,2654
Ks -0,3028 0,1341 0,0646 -0,1514
* Ky -1,1034 0,1341 0,0002 -0,5517
Ks 0,1276 0,1341 0,3778 0,0638
Ks -0,1428 0,1341 0,3279 -0,0714
* Koa -0,5132 0,1341 0,0087 -0,2566
K7 0,0512 0,1341 0,7157 0,0256
K7a -0,0644 0,1341 0,6480 -0,0322
Ko 0,0896 0,1341 0,5286 0,0448
* Ki 0,5375 0,1341 0,0070 0,2688
Kei 0,0804 0,1341 0,5705 0,0402
¥ Ka -3,0840 0,1341 0,0000 -1,5420
Ka -0,3053 0,1341 0,0630 -0,1526
kq 0,0095 0,1341 0,9459 0,0047

* Parametros significativos (p < a; o = 0,05)
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Tabela D.15 - Efeitos dos parametros cinéticos sobre as concentragdes de biomassa

Efeito Desvio padrao p Coeficiente de

regressao

Média 25,3724 0,0862 0,0000 25,3724
ki -0,8859 0,1724 0,0021 -0,4429
Kia -0,2701 0,1724 0,1683 -0,1350
k2 2,2991 0,1724 0,0000 1,1495
ks -0,6497 0,1724 0,0093 -0,3248
ky -0,0097 0,1724 0,9571 -0,0048
ks 0,0353 0,1724 0,8443 0,0177
ke -0,2770 0,1724 0,1593 -0,1385
k7 -0,1487 0,1724 0,4217 -0,0743
k74 0,0094 0,1724 0,9583 0,0047
K 0,0037 0,1724 0,9833 0,0019
ki -0,0842 0,1724 0,6427 -0,0421
K, -0,0295 0,1724 0,8699 -0,0147
K; 0,1336 0,1724 0,4678 0,0668
K4 0,0132 0,1724 0,9413 0,0066
Ks 0,0301 0,1724 0,8670 0,0151
K¢ -0,0328 0,1724 0,8552 -0,0164
Kéa -0,0473 0,1724 0,7928 -0,0237
K7 0,0483 0,1724 0,7886 0,0242
K7a 0,0243 0,1724 0,8925 0,0121
Koi -0,0275 0,1724 0,8785 -0,0137
Ksi 0,3518 0,1724 0,0874 0,1759
Kei 0,0169 0,1724 0,9252 0,0084
Ka 0,3958 0,1724 0,0615 0,1979
* Ky -1,3572 0,1724 0,0002 -0,6786
kq -0,1084 0,1724 0,5526 -0,0542

* Parametros significativos (p < a; o = 0,05)
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As Tabelas D.16 — D.21 apresentam as andlises de varidncia dos parametros

cinéticos sobre as concentracdes de glicose, 4cido acrilico e biomassa, respectivamente, e

os coeficientes de determinagdo do modelo (R?) para um nivel de confianca de 95%.

Tabela D.16 - ANOVA dos parametros cinéticos sobre as concentragdes de glicose
(comportamento dindmico)

Fator SQ GL MQ Fealculado
SQr 3.669,8 25 146,792 50,32
SQ; 17,502 6 2,917
SQr 3.687,3 31

R’ 0,9952

Tabela D.17 - ANOVA dos parametros cinéticos sobre a concentracdo final de glicose

Fator SQ GL MQ Fcalculado
S 4.081 25 163,240
Qr 35,92
SQ; 27,270 6 4,545
SQr 4.108,3 31
R? 0,9934

Tabela D.18 - ANOVA dos parametros cinéticos sobre as concentracdes de dcido acrilico
(comportamento dindmico)

Fator SQ GL MQ F calculado
SQr 249,876 25 9,995 69,41
SQ: 0,863 6 0,144
SQr 250,739 31

R’ 0,9966

Tabela D.19 - ANOVA dos parametros cinéticos sobre a concentracdo final de 4cido

acrilico
Fator SQ GL MQ F calculado
SQr 435,178 25 17,407 69,63
SQr 1,500 6 0,250
SQr 436,678 31
R’ 0,9966

244



APENDICE D

Modelagem e Controle da Sintese do Acido Acrilico via Processo Fermentativo

Tabela D.20 - ANOVA dos parametros cinéticos sobre as concentracdes de biomassa
(comportamento dinAmico)

Fator SQ GL MQ F calculado
SQr 70,674 25 2,827 11,88
SQ, 1,427 6 0,238
SQr 72,101 31

R’ 0,9802

Tabela D.21 - ANOVA dos pardmetros cinéticos sobre a concentragdo final de biomassa

Fator SQ GL MQ Fcalculado
SQr 644,447 25 25,778
SQ; 22,598 6 3,766 6,84
SQr 667,045 31
R’ 0,9666
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