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Resumo

A grande importincia da enzima penicilina G acilase (E.C.3.5.1.11), usada para
a producdo dos acidos 6-aminopenicilanico (6-APA) e 7-aminocefalosporanico (7-
ACA), compostos-chave na produ¢do industrial de antibidticos S-lactamicos, foi a
principal motivagdo deste trabalho. Através de realizagdo de experimentos de producao
de PGA por Bacillus megaterium ATCC 14945 em reator convencional, utilizando
sistema de aquisi¢cdo de dados, foi possivel monitorar em tempo real varidveis como,
por exemplo, fracdo molar de oxigénio e didéxido de carbono nos gases de saida, pH,
oxigénio dissolvido.

Foram realizados cultivos em batelada e batelada alimentada tendo como
substratos limitantes tanto caseina hidrolisada enzimaticamente como aminodcidos
livres. Obtiveram-se informagdes relacionadas ao tempo de cultivo, a estocagem do
microrganismo e a adicdo e exclusdo de nutrientes. Fontes usuais de carbono, como
glicose, lactose e glicerol, quando utilizadas, promoviam o crescimento da massa celular
sem, no entanto, aumentar a produ¢do de PGA. O uso de aminoacidos como principal
substrato elevou em 2,5 vezes a produtividade. Observou-se, ainda, que a adicdo de
acido fenilacético (AFA) desde o inicio do cultivo ndo inibiu o crescimento do
microrganismo.

As informacgdes experimentais permitiram a proposicdo e validacdo de trés
modelos cinéticos ndo-estruturados deste processo, com um ou mais substrato(s)
limitante(s). Como essas propostas se mostraram demasiadamente simplificadas, optou-
se pelo uso de redes neurais como sensores baseados em “software”, ja que ndo se
chegou a um modelo fenomenolodgico satisfatorio.

Para implementacdo do algoritmo de inferéncia baseado em rede neural,
mostrou-se necessario filtrar os ruidos das medidas provenientes do sistema de
aquisi¢ao de forma a minimizar erros aleatorios da instrumentacdo. Propde-se para isso
filtro que utiliza redes recorrentes, combinadas a média movel. As variaveis filtradas
foram utilizadas numa segunda rede de identificacdo de padrdes, que dividia o cultivo
nas trés principais fases do crescimento microbiano. O principal objetivo desta foi
identificar a fase de crescimento exponencial, que seria a enfocada pelo algoritmo de

inferéncia. Para essa inferéncia, com base nas variaveis medidas em tempo real,



il

treinaram-se redes com varias topologias e entradas, de modo a escolher as varidveis
que possibilitassem o aprendizado dos aspectos essenciais da dindmica do processo.

Por fim, a concentracdo de produto (atividade de PGA no meio de cultura) foi
estimada através de enfoque hibrido, usando a velocidade de crescimento inferida por
rede “feedforward”, acoplada ao fator de rendimento célula-produto estimado no ajuste
dos modelos nao-estruturados. Outra informagdo importante utilizada neste ultimo
algoritmo foi o fato da producdo ser associada ao crescimento, mas com atraso de 2h.
Novamente, os resultados quantitativos do algoritmo de inferéncia do produto foram

muito satisfatorios.
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Abstract

The enzyme penicillin G acylase (E.C.3.5.1.11) is used in the production of 6-
aminopenicillanic acid (6-APA) and 7-aminocephalosporinic acid (7-ACA), which are
key intermediates for the production of B-lactam antibiotics. Its industrial importance
was one of the motivations for this thesis. On-line measurement and monitoring of
cultivations of Bacillus megaterium ATCC 14945 in a agitated and aerated bioreactor
allowed the acquisition of variables such as mol fraction of CO; and O; in the exhaust
gases, pH, dissolved oxygen.

Batch and fed-batch runs, using either enzymatically hydrolyzed casein or a pool
of free amino acids provided information concerning the extend of the cultivation,
preservation of the microorganism and addition/exclusion of nutrients. Usual carbon
sources as glucose, fructose and glycerol increased the cellular mass, but did not
improve the productivity of PGA. The use of amino acids resulted in a 2.5-fold increase
of productivity. Adding phenyl acetic acid at the beginning of the experiments did not
inhibit cell growth.

Three non-structured models of microbial growth were put forth, assuming one,
two and three limiting substrates. However, these models were too simple for our
purposes. Another approach was then followed, using neural networks (NN) as
softsensors. Before implementing the inference algorithm, the blank noise of the
instrumentation had to be reduced. A non-conventional filter was developed, combining
a recursive NN, a moving average and a second recursive NN. The smoothed variables
were the input for a second NN, for pattern recognition, which classified the run in one
of the main growth phases: lag, exponential and stationary. The main purpose of this
NN was to identify the exponential phase, which would be the domain of the next NN,
a multilayer perceptron (MLP) for inference of the cellular mass. Several NN, with
different topologies, were tested for this purpose.

Finally, the product concentration (PGA activity in the medium) was estimated
through a hybrid approach, using the growth rate inferred by the MLP NN, coupled to
the cell-product yield, obtained from the fitting of the non-structured models. Another
important information for this last algorithm was the knowledge that production of PGA
was growth-associated, but with a 2hr-delay. The algorithm for inference was robust

and accurate.



Lista de Figuras

Figura 1.1: Representagdo esquematica da interacdo da Biotecnologia Industrial com
outros ramos do conhecimento, Schmidell et al., 2001.
Figura 2.1: Estrutura quimica do 6-APA

Figura 2.2: Algumas penicilinas naturais. Ao nucleo basico ligam-se diferentes
cadeias laterais que conferem propriedades especiais (Fonseca, 1992).

Figura 2.3: Algumas penicilinas semi-sintéticas (Hojo, 1997).

Figura 2.4: Hidrolise enzimatica da penicilina G.

Figura 2.5: Neurdnio genérico (adaptado de Anderson, 1995).

Figura 2.6: Idealizacdo dos neuronios em redes neurais (adaptado de Hilton, 1992).

Figura 2.7: Estruturas de redes neurais.

Figura 2.8: Func¢ao de ativagdo sigmoidal.

Figura 2.9: Modelo de modelo neural hibrido. A rede estima os parametros do
processo P, que s2o usados como entrada para as equagdes de balango (Psichogios e

Ungar, 1992).

Figura 2.10: Ilustracdo de uma generalizagdo boa e ruim de uma rede neural treinada
(adaptado de Baughman e Liu, 1995).

Figura 2.11: Desenho esquematico das trés diferentes estratégias na hidrolise da
PenG. (a) caixa-branca, (b) caixa-preta e (c¢) caixa-cinza (VanCanetal., 1997).

Figura 2.12: (a) Rede neural caixa preta e (b) modelo hibrido para estimar as variaveis

de estado da fermentagdo de Zymomonas mobilis CP4, dados o tempo presente e as
condig¢des operacionais do processo (adaptado de Shene et al., 1999).

Figura 2.13: Curva de crescimento tipico para cultivo de células em batelada
(adaptado de Blanch e Clark, 1997).

Figura 2.14: Perfis de concentragdo do microrganismo (X), do substrato (S) e do
produto (P) para os trés tipos de formag¢do do produto. (1) cinética associada ao
crescimento, (2) cinética mista, (3) cinética nao associada ao crescimento.

Figura 3.1: Procedimento para o preparo dos criotubos

Figura 3.2: Esquema do aparato experimental com o sistema de aquisicio de dados.

Figura 3.3: CLP da GE Fanuc Automation, modelo 90™-30

Figura 3.4: Tela de inicializagdo implementada no sistema supervisorio.

v

11

20

21

24

27

30

30

35

36

44

53

66

69

70

72



Figura 3.5: Tela de processo implementada no sistema supervisorio.

Figura 3.6: Tela de engenharia implementada no sistema supervisorio.

Figura 3.7: Tela de graficos implementada no sistema supervisorio.

Figura 3.8: Desenho esquematico da nova arquitetura do sistema de aquisicdo de
dados montada no Laboratério de Engenharia Bioquimica (DEQ/UFSCar), ilustrando
a rede "Intranet" local implementada, a qual encontram-se conectados: CLP, servidor e
segundo microcomputador.

Figura 3.9: Esquema do aparato experimental ilustrando os novos equipamentos
adicionados ao sistema: bomba peristaltica; "Hub"; microcomputador tipo PC (onde
roda programa FORTRAN, acoplado ou ndo como dll a programa em Visual Basic).

Figura 4.1: Procedimento experimental utilizado nos ensaios de producdo de PGA.

Figura 4.2: Procedimento experimental utilizado nos ensaios de verificagdo da pureza
da cultura.

Figura 4.3: Placas ap6s o aparecimento de colonias em ordem crescente para as trés
diluigdes.

Figura 4.4: Foto da placa de petri apds o surgimento das colonias A ¢ B.

Figura 4.5: Métodos de conservagdo do microrganismo, utilizados nos ensaios 9-12.
Figura 4.6: Procedimento experimental dos ensaios utilizando criotubos.

Figura 4.7: Esquema dos ensaios refeitos com a adi¢do de sais no meio de producao.

Figura 4.8: Procedimento experimental para verificacdo da quantidade de esporos e
tempo de germinagao.

Figura 4.9: Procedimento experimental para padronizacdo do meio de crescimento.
Figura 4.10: Esquema dos meios sintéticos utilizados nos ensaios de produciio de PGA.

Figura 4.11: Resultados experimentais do primeiro ensaio realizado em fermentador.
(A) concentragdo celular e atividade enzimatica (obtidas em analises de laboratorio);
(B) pH do meio reacional; (C) concentragdo de CO, nos gases de saida e (D)
concentracdo de O,, anotados a cada retirada de amostra.

Figura 4.12: Resultados experimentais do primeiro ensaio realizado em fermentador.
(A) concentragdo celular e atividade enzimatica (obtidas em analises de laboratorio);
(B) pH do meio reacional; (C) concentragdo de CO, nos gases de saida e (D)
concentracao de O,, obtidos pelo sistema de aquisi¢cdo de dados.

Figura 4.13: Fragdo molar de CO, e O, nos gases de saida do processo, ensaio 1.

73

73

74

75

76

79

81

81

82

&5

88

90

92

95

98

110

112

113



Figura 4.14: Resultados experimentais do segundo ensaio realizado em fermentador.
(A) concentragdo celular e atividade enzimatica (obtidas em analises de laboratério); (B) pH do
meio reacional; (C) concentracdo de CO, nos gases de saida e (D) concentragido de O,, obtidos
pelo sistema de aquisi¢do de dados.

Figura 4.15: Dados experimentais do oxigé€nio dissolvido monitorados pelo sistema
de aquisi¢do de dados. (A) primeiro ensaio; (B) segundo ensaio.

Figura 4.16: Resultados experimentais do terceiro ensaio realizado em fermentador.
(A) concentragdo celular e atividade enzimatica (obtidas em analises de laboratorio);
(B) pH do meio reacional; (C) concentragdo de CO, nos gases de saida e (D)
concentracao de O,, obtidos pelo sistema de aquisi¢cdo de dados.

Figura 4.17: Dados experimentais de oxigénio dissolvido e agita¢do (3° ensaio).

Figura 4.18: Resultados experimentais do quarto ensaio realizado em fermentador.
(A) concentracdo celular, atividade enzimatica e concentragdo de AFA (obtidas em
analises de laboratorio); (B) pH do meio reacional; (C) concentragao de CO, nos gases
de saida e (D) concentragdo de O,, obtidos pelo sistema de aquisicao de dados.

Figura 4.19: Dados experimentais do oxigénio dissolvido eagitagao (4°ensaio).

Figura 4.20: Resultados experimentais do quinto ensaio realizado em fermentador.
(A) concentragdo celular, atividade enzimatica e concentracdo de AFA obtidas em
analises de laboratorio; (B) pH do meio reacional; (C) concentragdo de CO, nos gases
de saida; (D) concentragdo de O,, obtidos pelo sistema de aquisi¢ao de dados.

Figura 4.21: Dados experimentais do oxigé€nio dissolvido adquiridos pelo sistema de
aquisi¢do de dados (5° ensaio).

Figura 4.22: Resultados experimentais do sexto ensaio realizado em fermentador. (A)
concentracdo celular, atividade enzimatica e concentragdo de AFA (obtidas em
analises de laboratorio); (B) pH do meio reacional; (C) concentragdo de CO, nos gases
de saida e (D) concentragdo de O,, obtidos pelo sistema de aquisi¢do de dados.

Figura 4.23: Concentragdo celular, atividade enzimatica, pH e fragio molarde CO,

Figura 4.24: Concentragdo celular, atividade enzimatica, fragdo molar de O, ¢
agitagao.

Figura 4.25: Resultados experimentais do sétimo ensaio realizado em fermentador.
(A) concentragdo celular, atividade enzimatica e concentragdo de AFA obtidas em
analises de laboratorio; (B) pH do meio reacional; (C) concentragdao de CO, nos gases
de saida; (D) concentragao de O,, obtidos pelo sistema de aquisi¢do de dados.

Figura 4.26: Concentragao celular, atividade enzimatica, pH e fragdo molar de CO..

Figura 4.27: Oxigénio dissolvido, agitacdo, concentragdo celular e atividade
enzimatica.

vi

115

116

118

120

122

122

125

125

129

129

130

132

132

133



Figura 4.28: Esquema dos meios contendo aminoacidos utilizados nos ensaios de
producdo de PGA.

Figura 4.29: Resultados experimentais do oitavo ensaio realizado em fermentador.
(A) concentragdo celular, atividade enzimatica, AFA e aa total (obtidas em analises de
laboratorio); (B) pH do meio reacional; (C) concentracdo de CO, nos gases de saida e
(D) concentracdo de O,, obtidos pelo sistema de aquisigdo de dados.

Figura 4.30: Oxigénio dissolvido e agitacdo (ensaio 8).

Figura 4.31: Aminoacidos mais rapidamente consumidos (ensaio 8).

Figura 4.32: Aminoacidos mais lentamente consumidos (ensaio 8).

Figura 4.33: Resultados experimentais do nono ensaio realizado em fermentador. (A)
concentracdo celular, atividade enzimatica, AFA ¢ aa total (obtidas em analises de
laboratorio); (B) pH do meio reacional; (C) concentragdo de CO, nos gases de saida e
(D) concentracdo de O,, obtidos pelo sistema de aquisi¢do de dados.

Figura 4.34: Aminoacidos mais rapidamente consumidos (ensaio 9).

Figura 4.35: Aminoacidos mais lentamente consumidos (ensaio 9).

Figura 4.36: Oxigénio dissolvido e agitacdo (ensaio 9).

Figura 4.37: Resultados experimentais do décimo ensaio realizado em fermentador.
(A) concentragdo celular, atividade enzimatica, AFA e aa total (obtidas em analises de
laboratorio); (B) pH do meio reacional; (C) concentracdo de CO, nos gases de saida e
(D) concentracdo de O,, obtidos pelo sistema de aquisi¢do de dados.

Figura 4.38: Oxigénio dissolvido e agitac@o (ensaio 10).

Figura 4.39: Aminoacidos mais rapidamente consumidos (ensaio 10).

Figura 4.40: Aminoacidos mais lentamente consumidos (ensaio 10).

Figura 4.41: Resultados experimentais do décimo primeiro ensaio realizado em
fermentador. (A) concentragdo celular, atividade enzimatica, AFA ¢ aa total (obtidas
em analises de laboratério); (B) pH do meio reacional; (C) concentragdo de CO, nos
gases de saida e (D) concentragdo de O,, obtidos pelo sistema de aquisi¢do de dados.
Figura 4.42: Oxigénio dissolvido e agitac@o (ensaio 11).

Figura 4.43: Aminoacidos mais rapidamente consumidos (ensaio 11).

Figura 4.44: Aminoacidos mais lentamente consumidos (ensaio 11).

Figura 4.45: Resultados experimentais do décimo segundo ensaio realizado em
fermentador. (A) concentragdo celular, atividade enzimatica e AFA (obtidas em

analises de laboratorio); (B) pH do meio reacional; (C) concentragdo de CO, nos gases
de saida e (D) concentragdo de O,, obtidos pelo sistema de aquisi¢do de dados.

vil

135

145

147

147

148

150

152

152

153

156

157

158

158

161

161

162

162

165



Figura 4.46: Oxigénio dissolvido e agitacdo (ensaio 12).

Figura 4.47: Resultados experimentais do décimo terceiro ensaio realizado em
fermentador. (A) concentragdo celular, atividade enzimatica, AFA e aa total (obtidas
em analises de laboratoério) e (B) pH do meio reacional.

Figura 4.48: Oxigénio dissolvido e agitacdo (ensaio 13).

Figura 4.49: Aminoacidos mais rapidamente consumidos (ensaio 13).

Figura 4.50: Aminoacidos mais lentamente consumidos (ensaio 13).

Figura 4.51: Resultados experimentais do décimo quarto ensaio realizado em
fermentador. (A) concentragdo celular, atividade enzimatica, AFA e aa total (obtidas
em analises de laboratorio); (B) pH do meio reacional; (C) concentracdo de CO, nos
gases de saida e (D) concentragdo de O,, obtidos pelo sistema de aquisi¢do de dados.
Figura 4.52: Oxigénio dissolvido e agitagdo (ensaio 14).

Figura 4.53: Aminoacidos mais rapidamente consumidos (ensaio 14).

Figura 4.54: Aminoacidos mais lentamente consumidos (ensaio 14).

Figura 4.55: Resultados experimentais do décimo quinto ensaio realizado em
fermentador. (A) concentragdo celular, atividade enzimatica, AFA e aa total (obtidas
em analises de laboratorio). (B) pH do meio reacional.

Figura 4.56: Oxigénio dissolvido e agitacao (ensaio 15).

Figura 4.57: Aminoacidos mais rapidamente consumidos (ensaio 15).

Figura 4.58: Aminoacidos mais lentamente consumidos (ensaio 15).

Figura 4.59: Concentracdo celular de todos os ensaios em biorreator na primeira
etapa.

Figura 4.60: Atividade enzimatica de todos os ensaios em biorreator na primeira
etapa.

Figura 4.61: Evolugao do PH de todos os ensaios em biorreator.
Figura 4.62: Concentragdo celular de todos os ensaios em biorreator na segunda etapa.

Figura 4.63: Atividade enzimatica de todos os ensaios em biorreator na segunda
etapa.

Figura 4.64: pH de todos os ensaios em biorreator na segunda etapa.

Figura 5.1: Primeira hipotese, AFA + aminoacidos representando apenas um
substrato. (A) ensaio 8, (B) ensaio 13, (C) ensaio 14 ¢ (D) ensaio 15 (validagdo).

Figura 5.2: Segunda hipotese, AFA e aatotais representando dois substratos
limitantes. (A) ensaio 8, (B) ensaio 13, (C) ensaio 14 ¢ (D) ensaio 15 (validaggo).

viii

166

168

168

169

169

172

172

173

173

175

176

177

177

181

181

182

184

184

185

191

194



Figura 5.3: Terceira hipotese, aa+, aa- e AFA representando trés substratos limitantes.
(A) ensaio 8, (B) ensaio 13, (C) ensaio 14 ¢ (D) ensaio 15 (validagdo).

Figura 5.4: Primeira hipotese, AFA + aminoacidos representando apenas um
substrato. (A) ensaio 9, (B) ensaio 10 e (C) ensaio 11 (batelada alimentada).

Figura 5.5: Segunda hipotese, AFA e aatotais representando dois substratos
limitantes. (A) ensaio 9, (B) ensaio 10 ¢ (C) ensaio 11 (batelada alimentada).

Figura 5.6: Terceira hipotese, aa+, aa- e AFA representando trés substratos limitantes.
(A) ensaio 9, (B) ensaio 10 e (C) ensaio 11 (batelada alimentada).

Figura 6.1: (A) Rede neural autoassociativa de trés camadas. (B) Determinagdo da
taxa de compressdo otima (adaptado de Baughman e Liu, 1995).

Figura 6.2: Estruturas das redes testadas. (A) Rede neural autoassociativa
“feedforward”(RAF) e (B) Rede recorrente externa (RRE).

Figura 6.3: Comparacdo do desempenho do filtro MM, da rede RRE e da rede RAF.

(A) Desvio médio relativo e (B) Variancia do desvio médio relativo.

Figura 6.4: Compara¢ao do desempenho do filtro MM, da rede RRE e da rede RAF.
(A) Desvio médio relativo e (B) Variancia do desvio médio relativo.
Figura 6.5: Filtro RRE-MM-RRE.

Figura 6.6: Resultados da validagdo da rede RRE+MM+RRE para filtragem das
variaveis (A) YCO,, (B) velocidade de agitagdo do ensaio 9.

Figura 6.7: Resultados da validacdo da rede RRE+MM+RRE para filtragem da variavel
pH.

Figura 6.8: Resultados ampliados da validagdo da rede RRE+MM+RRE (A) YCO,,
(B) velocidade de agitagdo do ensaio 9.

Figura 6.9: Estrutura da rede de identificag@o de fases do cultivo de B. megaterium.

Figura 6.10: Resultado do treinamento da rede de identificagdo de fases de
crescimento (A-ensaio 8 e B-ensaios1 1, parte do conjunto de treinamento). Saida: 0 —
fase lag; 1 — fase exponencial; 2 — fase estacionaria.

Figura 6.11: Resultado da validacdo da rede de identificacdo de fases de crescimento
(ensaio 9). Saida: 0 — fase lag; 1 — fase exponencial; 2 — fase estacionaria.

Figura 6.12: Resultado da validagdo da rede de identificacdo (ensaio 14). Saida: 0 —
fase lag; 1 — fase exponencial; 2 — fase estacionaria.

Figura 6.13: Estrutura da rede de inferéncia.

Figura 6.14: Emo quadrado médio para os ensaiode treinamento ¢ de validagdo (dadosruidosos).

X

196

199

200

200

206

207

209

209

210

210

211

211
212

213

214

214
215

216



Figura 6.15: Resultado do treinamento para Nh=2. (A) ensaio &, (B) ensaio 10 e (C) ensaio 11.

Figura 6.16: Resultado da validagdo para Nh=2. (A) ensaio 9, (B) ensaio 12 ¢ (C)
ensaio 14.

Figura 6.17: Resultado do treinamento para Nh=10. (A) ensaio 8, (B) ensaio 10 e (C)
ensaio 11.

Figura 6.18: Resultado da validacdo para Nh=10. (A) ensaio 9, (B) ensaio 12 ¢ (C)
ensaio 14.

Figura 6.19: Erro quadrado médio para os ensaio de treinamento e de validacao
(dados de entrada filtrados).

Figura 6.20: Resultado do treinamento para a rede de inferéncia. (A) ensaio8, (B)
ensaio 10 e (C) ensaio 11.

Figura 6.21: Resultado da validacdo para a rede de inferéncia. (A) ensaio9, (B) ensaio
12 e (C) ensaio 14.

Figura 6.22: Resultado da validagdo para a rede de inferéncia da fase exponencial. (A)
ensaio9, (B) ensaio 12 ¢ (C) ensaio 14.

Figura 6.23: Validagdo do algoritmo de inferéncia da atividade enzimatica. (A) ensaio
8, (B) ensaio 10 ¢ (C) ensaio 11.

Figura 6.24: Validacao do algoritmo de inferéncia da atividade enzimadtica (equagdo
6.8). Concentracdo celular obtida por rede MLP (item 6.3.2). Vetor de entrada: tempo
presente, Yo, € velocidade de agitacdo (ambos no instante presente). Medidas filtradas
pelo algoritmo RRE+MM+RRE. Inicio e término da inferéncia indicados pela rede de
identificacdo de fases de crescimento. Dados do ensaio 9.

Figura 6.25: Validagdo do algoritmo de inferéncia da atividade enzimatica (equagdo
6.8). Concentracao celular obtida por rede MLP (item 6.3.2). Vetor de entrada: tempo
presente, Yo, € velocidade de agitacdo (ambos no instante presente). Medidas filtradas
pelo algoritmo RRE+MM+RRE. Inicio e término da inferéncia indicados pela rede de
identifica¢do de fases de crescimento. Dados do ensaio 12.

Figura 6.26: Validacao do algoritmo de inferéncia da atividade enzimatica (equagdo
6.8). Concentracdo celular obtida por rede MLP (item 6.3.2). Vetor de entrada: tempo
presente, Yo, € velocidade de agitacdo (ambos no instante presente). Medidas filtradas
pelo algoritmo RRE+MM+RRE. Inicio e término da inferéncia indicados pela rede de
identificacdo de fases de crescimento. Dados do ensaio 14.

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

226

227



Lista de Tabelas

Tabela 2.1: Algumas empresas que utilizam PGA imobilizada, e ses respectivos
microrganismos produtores (Savidge, 1984).

Tabela 2.2: Comparacdo dos valores de Km da hidrolise de penicilina por penicilinas
acilases (Savidge e Cole, 1975).

Tabela 2.3: Comparacdo das constantes cinéticas das penicilinas acilases produzidas
por E. coli e B. megaterium. Os dados para E. coli foram obtidos a pH 8,0 ¢ 37° C e
para B. megaterium a pH 8,7 e 37° C (Savidge ¢ Cole, 1975).

Tabela 3.1: Composi¢do do meio soélido empregado para preservacdo do
microrganismo.

Tabela 3.2: Composi¢do dos meios empregados no preparo do indculo.

Tabela 3.3: Composi¢do do meio so6lido utilizado nos ensaios de selegao.

Tabela 3.4: Composi¢do dos meios de producdo em camara rotativa e biorreator.
Tabela 4.1: Ensaio de estabilidade que reproduziu condigdes operacionais de Pinotti, 1999.

Tabela 4.2: Ensaio original (num. 11) realizado por Pinotti, 1999.

Tabela 4.3: Produgao de PGA utilizando as colonias A e B.
Tabela 4.4: Produgo de PGA utilizando novo “slant” de Bacillus megaterium ATCC 14945.
Tabela 4.5: Producdo de PGA utilizando soro de queijo liquido e em po.

Tabela 4.6: Producdo de PGA utilizando diferentes lotes de caseina e apos prévia
ativagdo do microrganismo.

Tabela 4.7: Resultados obtidos na producdo de PGA utilizando diferentes lotes da
mesma linhagem de Bacillus megaterium ATCC 14945.
Tabela 4.8: Parametros calculados a partir de dados obtidos na produgdo de PGA.

Tabela 4.9: Produ¢ao de PGA utilizando criotubos.

Tabela 4.10: Producdo de PGA, Bacillus megaterium ATCC 14945 comadicao de sais.

Tabela 4.11: Produgdo de PGA com 1,7 mL de esporos em 75mL de meio de
germinagao.

Tabela 4.12: Produgcdo de PGA com 5,0 mL de esporos em 75mL de meio de
germinagao

X1

12

12

13

57

58

59

60

80

80

30

83

84

&4

86

87

&9

90

93

93



Tabela 4.13: Produgdo de PGA por Bacillus megaterium ATCC 14945, utilizando o
meio padrdo para a etapa de producio, a partir de diferentes meios de crescimento.

Tabela 4.14: Produgdo de PGA por Bacillus megaterium ATCC 14945, utilizando o
meio padrao para a etapa de producao, a partir de diferentes meios de crescimento.

Tabela 4.15: Produ¢ao de PGA por Bacillus megaterium ATCC 14945 com diferentes
meios de produgdo.

Tabela 4.16: Producao de PGA por Bacillus megaterium ATCC 14945 com diferentes
tempos de adicdo de AFA.

Tabela 4.17: Concentragdo celular e consumo de nutrientes apds 24 horas de cultivo
de B. megaterium com meios complexos na etapa de germinagao.

Tabela 4.18: Produgido de PGA utilizando diferentes meios complexos.

Tabela 4.19: Produgido de PGA utilizando diferentes meios complexos.

Tabela 4.20: Resultados obtidos na produ¢ao de PGA utilizando diferentes meios
complexos.

Tabela 4.21: Resultados obtidos na produc¢ao de PGA em biorreator.(1° ensaio)

Tabela 4.22: Resultados obtidos na producdo de PGA em biorreator utilizando
criotubos (2° ensaio).

Tabela 4.23: Resultados obtidos na producdo de PGA em biorreator utilizando
criotubos (3° ensaio).

Tabela 4.24: Resultados obtidos na producdo de PGA em biorreator utilizando
criotubos (4° ensaio).

Tabela 4.25: Resultados obtidos na producdo de PGA em biorreator utilizando
criotubos (5° ensaio).

Tabela 4.26: Resultados obtidos na produgdo de PGA em camara rotativa (ensaio
realizado em paralelo com o 5° ensaio no biorreator).

Tabela 4.27: Resultados obtidos na producdo de PGA em biorreator utilizando
criotubos (6° ensaio).

Tabela 4.28: Resultados obtidos na producdo de PGA em biorreator utilizando
criotubos (7° ensaio).

Tabela 4.29: Producao de PGA por Bacillus megaterium ATCC 14945 em meios
contendo aminoacidos.

Tabela 4.30: Producdo de PGA por Bacillus megaterium ATCC 14945 em meios
contendo aminoécidos.

Xil

95

97

99

101

103

104

107

108

111

114

117

121

124

126

128

131

136

137



Tabela 4.31: Producdo de PGA por Bacillus megaterium ATCC 14945 em meios
contendo aminoacidos.

Tabela 4.32: Producdo de PGA por Bacillus megaterium ATCC 14945 em camara
rotativa: efeito da substituicdo do soro por seus componentes.

Tabela 4.33: Producdao de PGA por Bacillus megaterium ATCC 14945 em camara
rotativa: efeito da substituicdo do soro por seus componentes.

Tabela 4.34: Condicdes operacionais adotadasno ensaio 8 (ensaio batelada - novo padrio).

Tabela 4.35: Resultados obtidos na producdo de PGA em biorreator com meio
contendo aminoacidos (8° ensaio).

Tabela 4.36: Resultados obtidos na produg¢do de PGA em cédmara rotativa (8° ensaio).
Tabela 4.37: Consumo dos aminoacidos em g/L ao longo do ensaio 8.

Tabela 4.38: Condigdes operacionais adotadas no ensaio 9 (batelada alimentada).
Meio suplementar com aminoacidos (40g/L) a uma vazdo de alimentacdo de

1,76mL/mim iniciada apds 8 horas de cultivo.

Tabela 4.39: Resultados obtidos na producdo de PGA em biorreator com meio
contendo aminoacidos (9° ensaio — batelada alimentada).

Tabela 4.40: Resultados obtidos na produc¢do de PGA em cédmara rotativa (9° ensaio).

Tabela 4.41: Consumo dos aminoacidos em g/l ao longo do ensaio 9 (batelada
alimentada).

Tabela 4.42: Condig¢bes operacionais adotadas no ensaio 10 (batelada alimentada).
Meio suplementar com aminoacidos baseado na velocidade de consumo (40g/L) a uma
vazdo de alimentagdo de 1,76mL/mim iniciada apds 5 horas de cultivo.

Tabela 4.43: Concentracdo de aminoacidos no meio inicial e no meio suplementar.

Tabela 4.44: Resultados obtidos na produgdo de PGA em biorreator com meio
contendo aminoacidos (10° ensaio — batelada alimentada).

Tabela 4.45: Resultados obtidos na produgdo de PGA em camara rotativa (10°
ensaio).

Tabela 4.46: Consumo dos aminoacidos em g/L. ao longo do ensaio 10 (batelada
alimentada).

Tabela 4.47: Condicdes operacionais adotadas no ensaio 11 (batelada alimentada).
Meio suplementar com aminoacidos baseado na velocidade de consumo (40g/L) a uma

vazao de alimentagdo de 1,76ml/mim iniciada apds 5 horas de cultivo e soro (176,8g/L) apds 8 horas.

Tabela 4.48: Resultados obtidos na produgdo de PGA em biorreator com meio
contendo aminoacidos (11° ensaio — batelada alimentada).

Tabela 4.49: Resultados obtidos na produgio de PGA em camara rotativa (11° ensaio).

xiii

138

139

140

143

144

144

146

149

149

150

151

154

154

155

155

157

159

160

160



Tabela 4.50: Condicdes operacionais adotadas no ensaio 12 (batelada).

Tabela 4.51: Resultados obtidos na produgdo de PGA em biorreator com meio
contendo aminoacidos (12° ensaio).

Tabela 4.52: Resultados obtidos na produgdo de PGA em camara rotativa (12° ¢ 13°
ensaios).

Tabela 4.53: Condic¢des operacionais adotadas no ensaio 13 (batelada/sem aquisi¢ao).

Tabela 4.54: Resultados obtidos na produgdo de PGA em biorreator com meio
contendo aminoacidos (13° ensaio).

Tabela 4.55: Condig¢des operacionais adotadas no ensaio 14 (batelada).

Tabela 4.56: Resultados obtidos na produgdo de PGA em biorreator com meio
contendo aminoacidos (14° ensaio).

Tabela 4.57: Resultados obtidos na produgdo de PGA em camara rotativa (14° ¢ 15°
ensaios).

Tabela 4.58: Condicdes operacionais adotadas no ensaio 15 (batelada).

Tabela 4.59: Resultados obtidos na producdo de PGA em biorreator com meio
contendo aminoacidos (15° ensaio).

Tabela 4.60: Resumo dos ensaios realizados em biorreator — Primeira etapa.
Tabela 4.61: Resumo dos ensaios realizados em biorreator — segunda etapa.

Tabela 5.1: Parametros estimados (95% de intervalo de confianga) para a primeira
proposta de modelo.

Tabela 5.2: Matriz de correlagcdo dos pardmetros.

Tabela 5.3: Parametros estimados (95% de intervalo de confianca) para a segunda
proposta de modelo.

Tabela 5.4: Matriz de correlagcdo dos pardmetros.

Tabela 5.5: Parametros estimados (95% de intervalo de confianca) para a segunda
proposta de modelo.

Tabela 5.6: Matriz de correlagdo dos pardmetros.

Tabela 5.7: Condigdes experimentais das correntes de meio suplementar adotadas nos
ensaios 9, 10 e 11.

Tabela 6.1: Ensaios utilizados para treinamento e validag@o dos algoritmos.

Tabela 6.2: Tempo de inicio de cada fase de crescimento do Bacillus megaterium.

X1v

163

164

164

167

167

170

171

171

174

175

180

183

190

191

193

193

196

197

198

204

213



XV

Nomenclatura

AA: Aminodacidos

AA+: Aminoécidos mais rapidamente consumidos
AA-: Aminoécidos mais lentamente consumidos
AFA: Acido fenilacético

6-APA: Acido 6-aminopenicilanico

CHE: Caseina hidrolisada enzimaticamente

CLP: Controlador l6gico programavel

Cums Concentracao de meio suplementar

Cy. Concentracao de células

HPLC: “High Pressure Liquid Cromatograph”

K Constante de inibi¢do pelo substrato (g/L) (equacao 2.21)
K Constante de Monod do substrato i (g/L) (equagdes 5.1, 5.2 ¢ 5.3)
Kp: Constante de inibigdo pelo produto (g/L)

K;: Constante de saturacao de Monod

Ky Constante cinética de morte (h™)

MG: Meio de germinagao

MP: Meio de producao

P: Concentracao de produto

PDAB: p-dimetilaminobenzaldeido

PGA: Penicilina G Acilase

PID: Controlador Proporcional, Integral e Derivativo
Qus: Vazdo de meio suplementar

RNA: Redes neurais artificiais

rp: Velocidade de formagao de produto (equagao 2.25)
S: Concentracdo de substrato limitante (g/L)

SQS: Soro de queijo seco em atomizador

SQP: Soro de queijo em po

SQL: Soro de queijo liquido

UlL: Unidade internacional de atividade

Wie Wy Vetores pesos da rede neural



Yxs: Fator deconversao células/substrato (Zcsiulas/Esubstrato)

Yxop: Fator deconversao células/produto (gcsiulas/Eproduto)
Yopis: Fator de conversdo produto/substrato (gproduto/Esubstrato)
YCOs: Fragao molar de CO; (%)

YOq: Fragdo molar de O; (%)

Letras Gregas

a: coeficiente dos termos associado e ndo-associado ao crescimento
Yz coeficiente dos termos associado e ndo-associado ao crescimento
€: Diferenca entre o valor desejado e o previsto pela rede

o: Funcao objetivo a ser minimizada

n: Taxa de aprendizado para o algoritmo da retropropagacao

L Velocidade de crescimento especifico (h™)

Limax: Velocidade maxima especifica de crescimento celular (h™)

T4 Tempo de geragao

Simbolos

V: Gradiente

XVi



XVii

Sumario

Resumo 1
Abstract il
Lista de Figuras v
Lista de Tabela X1
Nomenclatura XV
Capitulo 1. Introducéo
1. Introducao 1
1.1 Objetivos 5
Capitulo 2. Revisdo Bibliografica
2. Revisao Bibliografica 7
2.1 Breve Historico das Penicilinas 7
2.1.1 Penicilinas Biossintéticas 8
2.1.2 Penicilinas Semi Sintéticas 9
2.2 Penicilina G Acilase 10
2.3 Producdo de Penicilina G Acilase por Bacillus megaterium 13
2.3.1 Bacillus megaterium 13
2.3.2 Efeito da Composi¢ao do Meio 14
2.3.3 Mutantes e Clonagem de Genes 16
2.3.4 PGA de Bacillus megaterium ATCC 14945 no DEQ/UFSCar 17
2.4 Redes Neurais Artificiais 19
2.4.1 Introducio 19
2.4.1.1 Analogia de Redes Neurais Artificiais com o Sistema Nervoso Humano 19
2.4.2 Estrutura Comum aos Modelos de Redes Neurais 21
2.4.3 Modelos de Redes Neurais 24
2.4.3.1 Perceptron multicamadas 25

2.4.3.1.1 Algoritmos de treinamento 26



2.4.3.2 Enfoque hibrido de modelagem de sistemas

2.4.4 Avaliacao do Desempenho de uma Rede Neural

2.4.5 Utilizag@o de Redes Neurais em Processos Bioquimicos

2.5 Monitoragdo e Controle de Bioprocessos

2.5.1 Técnicas de Inferéncia em Bioprocessos

XViil

29
30
31
37
40

2.5.2 Modelagem, Simulagdo e  Controle de Processos Fermentativos no

DEQ/UFSCar 42
2.6 Cinética de Processos Fermentativos 43
2.6.1 Fases do Crescimento Microbiano em Culturas em Batelada 43
2.6.2 Os Fatores de Conversao: Rendimentos em Biomassa e Produto 46
2.6.3 Influéncia das Condigdes Ambientais no Crescimento Microbiano 47
2.6.4 Modos de Operagao de Processos de Fermentagao 48
2.6.5 Modelos cinéticos de bioprocessos 49
2.6.5.1 Modelos Nao Estruturados 51

Capitulo 3.

Materiais e Métodos

3. Materiais e Métodos

3.1 Materiais

3.1.1 Microrganismo

3.1.2 Fontes de Carbono

3.1.3 Fontes de Nitrogénio e Vitaminas

3.1.4 Equipamentos

3.1.4.1 Camara Asséptica

3.1.4.2 Autoclaves

3.1.4.3 Camara incubadora rotativa ("shaker")
3.1.4.4 Centrifuga Refrigerada

3.1.4.5 Estufas

3.1.4.6 Cromatografo Liquido de Alta Performance
Cromatograph")

3.1.4.7 Outros Equipamentos

3.2 Meios de Cultura

55
55
55
55
55
55
55
55
56
56
56
("High Pressure Liquid
56
56
57



XIX

3.2.1 Meio de Esporulagao 57

3.2.2 Meio para Obtencao do Inoculo 57
3.2.3 Preparo do Meio de Selegdo para Verificagdo da Pureza da Cultura de Bacillus
megaterium ATCC 14945 59
3.2.4 Produgdo da Enzima em Camara Rotativa 59
3.2.5 Producgao da Enzima em Biorreator Agitado e Aerado 60
3.3 Andlise das Amostras para Acompanhamento da Producao 60
3.3.1 Analise da Concentragdo Celular 60
3.3.2 Determinagao da Atividade Enzimatica 61
3.3.2.1 Método Colorimétrico PDAB 61
3.3.3 Método para Determinagdo de Proteinas 61
3.3.3.1 Método de Bradford 61
3.3.3.2 Método de Lowry 62
3.3.4 Concentragao de Acucares 62
3.3.4.1 Determinacao da Concentracao de Lactose 62
3.3.4.2 Concentracao de Glicose 64
3.3.5 Concentragdao de Aminoacidos 64
3.3.6 Concentragao de AFA 64
3.3.7 Hidrolise da Caseina 64
3.3.8 Atividade Proteolitica 65
3.3.9 Preparo dos Criotubos 65
3.4 Descrigao Geral da Instrumentacdo do Biorreator Convencional e do Sistema de
Aquisicao de Dados 66
3.4.1 Descrigao do Sistema de Controle de Temperatura 68
3.4.2 Descricao do Sistema de Controle de Oxigénio Dissolvido 68
3.4.3 Descrigao do Sistema de Controle de pH 68
3.4.4 Descrigao do Sistema de Controle de Formacao de Espuma 69
3.4.5 Descricao do Sistema de Controle de Vazdo do Meio Suplementar 69
3.5 Descricao dos Acessorios Incorporados ao Sistema 69
3.5.1 Medidor de Vazao 69
3.5.2 Analisador dos Gases de Saida 69

3.5.2.1 Dioxido de Carbono (CO») 69



XX

3.5.2.2 Oxigénio (0,) 69

3.5.3 O Controlador Légico Programavel (CLP) 70
3.5.3.1 O Sistema Supervisorio 70
3.6 Descricao das Telas do Sistema Supervisorio 71
3.7 O Sistema de Comunicag¢ao 74
Capitulo 4. Resultados Experimentais
4. Resultados Experimentais 78
4.1 Ensaios em Camara Rotativa — Primeira Etapa 78
4.1.1 Verificagdo da Estabilidade 79
4.1.2 Selegao e Verificagcdo da Pureza do Bacillus megaterium 80
4.1.3 Ensaios em Camara Rotativa Utilizando Criotubos 87

4.1.4 Ensaios para Verificacdo da Quantidade de Esporos e Tempo de Germinagdao 91

4.1.5 Meio de Germinagao (crescimento) Sintético 94
4.1.6 Meio de Producao Sintético 97
4.1.7 Influéncia da Adi¢ao de AFA no meio de produgdo 100
4.1.8 Meios de Germinagao e Produgao Complexos 102
4.1.9 Influéncia de Outros Componentes do Meio de Produgao 105
4.2 Ensaios em Biorreator — Primeira Etapa 109
4.2.1 Ensaios em Biorreator Utilizando Criotubos — Ensaio 2 113
4.2.2 Ensaio 3 116
4.2.3 Ensaio 4 120
4.2.4 Ensaio 5 123
4.2.5 Ensaio 6 126
4.2.6 Ensaio 7 130
4.3 Ensaios em Camara Rotativa — Segunda Etapa 133
4.3.1 Ensaios com aminoacidos 133
4.3.2 Ensaios com Substitui¢do do Soro de Queijo 138
4.4 Ensaios em Biorreator — Segunda Etapa 142
4.4.1 Ensaio 8 142

4.4.2 Ensaio 9 148



4.4.3 Ensaio 10

4.4.4 Ensaio 11

4.4.5 Ensaio 12

4.4.6 Ensaio 13

4.4.7 Ensaio 14

4.4.8 Ensaio 15

4.5 Consideracdes Finais Sobre o Capitulo
4.5.1 Ensaios da Primeira Etapa

4.5.2 Ensaios da Segunda Etapa

Capitulo 5.

Xx1

153
159
163
166
170
174
178
178
182

Modelo Cinético

5. Modelo Cinético do cultivo de Bacillus megaterium para Produgao de PGA 186
5.1 Primeira Proposta 189
5.2 Segunda Proposta 191
5.3 Terceira Proposta 195
5.4 Simulagdo dos Ensaios em Batelada Alimentada 197
5.5 Consideracdes Finais Sobre o Capitulo 201
Capitulo 6. Inferéncia
6. Inferéncia de Estado do Processo de Producao de PGA 203
6.1 Filtragem dos Dados Usados no Algoritmo de Inferéncia 205
6.2 Rede para Identificacdo de Fases 211
6.3 Redes de Inferéncia da Concentragao Celular 215
6.3.1 Dados Ruidosos 215
6.3.2 Dados de Entrada Filtrados 221
6.4 Inferéncia da Concentracdo de Enzima 225
6.5 Consideragdes Finais Sobre o Capitulo 227



XX11

Capitulo 7. Conclusoes

7. Conclusdes 229

Referéncias Bibliograficas 232



1. Introducao

A partir do desenvolvimento da industria de antibioticos, nas décadas de
quarenta e cinqiienta, os processos biotecnologicos industriais apresentaram rapido
progresso. Iniumeras substancias de alto valor como enzimas, peptideos e aminoacidos,
acidos organicos, firmacos, vitaminas, dentre muitas outras, sdo produzidas hoje em dia
por processos bioquimicos, que muitas vezes sao a Unica alternativa para sua obtengao —
ou se mostram extremamente vantajosos quando comparados a rotas envolvendo
sinteses quimicas.

A biotecnologia passa por continua evolucdo, com a aplicacdo de conhecimentos
e metodologias provenientes de diferentes campos: engenharia genética, biologia
molecular, quimica combinatorial, engenharia bioquimica, entre outros. A Figura 1.1,
adaptada de um artigo publicado pelo Prof. Rainer Jonas, ¢ uma boa representagdo
grafica da “localizacdo” da Biotecnologia Industrial e de sua interacdo com outros
ramos do conhecimento (Schmidell ef al., 2001). Ao mesmo tempo, a disponibilidade
de recursos computacionais cada vez mais baratos e velozes estd alterando radicalmente
a pratica das engenharias, possibilitando desde um melhor entendimento da estrutura de
biomoléculas até a automacdo e conseqiiente incremento da produtividade dos
bioprocessos. Essa evolugao nos coloca diante da chamada “revolugao biotecnologica”:
por exemplo, o surgimento de 2 milhdes de postos de trabalho relacionados a
biotecnologia até o ano 2000 na Comunidade Européia (previsto por Nielsen, 1994).

Em sua obra amplamente conhecida, Bailey e Ollis, 1986, ja citavam o nimero
de vantagens que podem ser obtidas ao se aliar instrumentos de medida mais
sofisticados a computadores digitais. Dentre elas, o aumento do niimero e precisdo das
analises necessarias para identificar o estado do sistema sob supervisdo e controle.

A generalidade dos processos biotecnoldgicos se divide em duas categorias:
reagOes de crescimento microbiano (reagdes microbioldgicas), e reagdes catalisadas por
enzimas (reagdes bioquimicas ou biotransformacdes). Esses processos sdo usados para a
producdo de uma gama de produtos de diferentes valores comerciais. Um processo
biotecnoldgico de maneira geral pode ser definido como aquele em que ha a utilizagao
de microrganismos (leveduras, bactérias, etc) e/ou enzimas, podendo ter como objetivo
a sintese de compostos quimicos intracelulares (proteinas) ou extracelulares

(antibidticos, alcool), a producdo de biomassa (caso do fermento bioldgico), de



alimentos (bebidas), de energia (biogds, etanol) ou ainda tratamento de efluentes

(Ferreira, 1995).

Bioquimica

Biologia
Molecular

Engenharia Quimica

Figura 1.1: Representagcdo esquematica da interacao da Biotecnologia Industrial com

outros ramos do conhecimento, Schmidell ez al., 2001.

O rapido desenvolvimento no campo da tecnologia digital, ja4 mencionado
anteriormente, vem provocando modificagdes nos modos de produgdo das industrias,
através da automagdo em todos os seus setores. Para processos industriais de cultivo
microbiano, particularmente, este advento tem possibilitado a instalagdo de acessorios
de aquisicdo de dados que permitem o acompanhamento da evolu¢ao do processo em
tempo real, bem como o tratamento e analise simultdnea dos dados assim obtidos. A
detec¢do precoce e confidvel de falhas (por exemplo, uma possivel contaminagdo da
cultura) ¢ uma aplicag¢do imediata dessa tecnologia. Por outro lado, a disponibilidade de
medidas consistentes ¢ etapa essencial para o controle moderno (baseado em
computador) desse tipo de processo.

O desafio posto pelo carater intrinsecamente multidisciplinar da pesquisa neste
campo foi encarado como um estimulo ao trabalho integrado entre as areas de pesquisa

em Engenharia Bioquimica e em Simulacao e Controle de Processos do Departamento



de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos (DEQ/UFSCar). Esta
tese de doutorado se insere, assim, em linha de pesquisa articulada entre os grupos de
automacdo de bioprocessos, engenharia das reacdes enzimadticas e engenharia das
fermentagdes do DEQ/UFSCar.

Esta tese se insere em linha de pesquisa voltada a sintese enzimatica de
antibioticos semi-sintéticos. Enfoca-se aqui a produgdo da enzima penicilina G acilase
(PGA) por Bacillus megaterium. O primeiro trabalho dessa linha (Hojo, 1997), realizou
estudos preliminares tais como: defini¢do do tempo de incubacdo, concentragdes iniciais
do meio de cultura, armazenamento da enzima e padroniza¢do dos métodos analiticos.
Trabalhos subseqiientes estudaram o uso do soro de queijo como principal fonte de
carbono (Berazain, 1997), e a influéncia da concentracdo de oxigénio dissolvido
(Visnard, 1997) para a produgdo da enzima. Estes trabalhos fizeram parte de projeto
integrado ao programa PADCT II-94, quando se iniciou o estudo da engenharia dos
processos relacionados a penicilina G acilase. O trabalho mais recente desta linha
estudou a producdo da enzima para fins de imobilizacdo e comparagdo dos derivados
obtidos com os constituidos a partir de enzima produzida por Escherichia coli (Pinotti,
1999). Todos estes trabalhos utilizaram o microrganismo Bacillus megaterium ATCC
14945 que, do ponto de vista da facilidade de separagdao e purificagdo da enzima,
apresenta a caracteristica vantajosa de produzi-la extracelularmente.

Atualmente encontra-se montado nos laboratorios do DEQ/UFSCar sistema de
aquisicao de dados e controle via controlador l6gico programavel (CLP), acoplado a
diferentes bioreatores instrumentados. Um sistema supervisério, implementado em
microcomputador, monitora em tempo real temperatura, pH, vazdo de aeracio,
velocidade e torque de agitacdo, oxigénio dissolvido, fragdes molares de oxigénio e
didéxido de carbono nos gases efluentes. Esse tipo de configuragdo segue o padrio
industrial, o que pode tornar mais factivel possiveis transferéncias de tecnologia ao setor
produtivo.

Segundo Lim e Lee, 1991, para melhor controle e otimiza¢do de processos
fermentativos seria necessario medir em linha um nimero de parametros fisioldgicos
chaves. Medidas em tempo real de alguns desses parametros sao muito dificeis ou até
mesmo impossiveis. Dois importantes obstdculos no monitoramento de bioprocessos

sdo a falta de medidas confidveis em linha de varidveis de processo (como, por



exemplo, a massa e viabilidade celular) e a dificuldade em se definir relagdes
quantitativas entre o crescimento microbiano e as varidveis de estado disponiveis.
Muitas vezes, informacdes cruciais poderiam ser obtidas a partir de metabolicos
intermediarios, mas esses sdo de mensuracdo muito dificil em tempo real. Por outro
lado, devido a alta ndo linearidade da dinamica dos bioprocessos, modelos de
aproximacao linear ndo sdo indicados para descrevé-los. Portanto, os estimadores de
bioprocessos tém que utilizar técnicas de estimativa ndo linear, baseadas ou ndo em
modelos.

A experiéncia acumulada através de estudos ja desenvolvidos por estas duas
areas de pesquisa motivou a realizacdo desta tese. Do ponto de vista da tecnologia de
fermentagdo, deu-se continuidade aos estudos experimentais para producdo da enzima
PGA, envolvendo nao s6 otimizagdo do meio de producdo, mas também de temperatura,
pH e concentracdao de oxigénio dissolvido no meio de fermentacdo. Por outro lado, a
filosofia deste trabalho associou um enfoque aplicado, estudando processo real de
cultivo, a pesquisa de algoritmos e técnicas avancadas de tratamento de sinais,
identificacdo e inferéncia de variaveis ("softsensors") e tendéncias do processo. Desta
maneira, desenvolveu-se e implementou-se algoritmo de inferéncia de estado no
processo fermentativo.

A penicilina G acilase (E.C.3.5.1.11), que ¢ a enzima em estudo nesta tese, ¢
uma enzima de grande importidncia comercial, usada para a produgdo dos acidos 6-
aminopenicilanico (6-APA) e 7-aminocefalosporanico (7-ACA), que sdo compostos-
chave na produg¢do industrial de antibidticos f-lactdmicos, principalmente penicilinas e
cefalosporinas semi-sintéticas. Esta enzima € a segunda mais utilizada no mundo, ap6s a
glicose isomerase, € o Brasil ndo detém tecnologia operacional em nivel industrial para
sua producdo, purificacdo ou imobiliza¢do. Este fato em si mostra a grande importancia
do estudo envolvendo a sua producdo e uso. O grande interesse na penicilina G acilase
(PGA) deve-se principalmente a sua capacidade de hidrolisar a penicilina G para
produzir 6-APA, que tinha em 1989 uma producao mundial anual de 5.500 toneladas,
com uma proje¢ao de 7.000 toneladas para o ano 2000 — sendo a maior parte produzida
por via enzimatica (Shewale e Sivaraman, 1989). Esta proje¢do deve-se principalmente
ao fato de antibidticos tais como ampicilina, amoxicilina, cefalexina, cefadroxil e outros

terem ampla aplicagdo como agentes terap€uticos.



Este trabalho se insere em um projeto maior, onde varios aspectos do processo
de producao de PGA sdo estudados. Estao sendo desenvolvidos dentro deste projeto
maior alguns trabalhos de doutorado, mestrado e iniciacdo cientifica. Souza, 2003, em
seu mestrado, estudou os requerimentos nutricionais do Bacillus megaterium com vistas
a producdo de PGA. Pinotti, em seu doutorado em fase de finalizagdo (FAPESP
99/01326-8), estuda a producao e purificagao da enzima. Gomes, 2002, em sua iniciagao
cientifica desenvolveu uma interface computacional dindmica empregando Visual
Basic® que permitiu a troca de informagdes em tempo real na produgdo de PGA.
Inocéncio, 2002, também em projeto de iniciacdo cientifica, estudou a influéncia da
concentragdo de soro de queijo e da caseina no crescimento do Bacillus megaterium.
Nucci,em seu mestrado, estuda a aplicacdo da 16gica nebulosa “Fuzzy” ao processo de
producdo de PGA.

Para o melhor entendimento de todo trabalho desenvolvido, a tese foi organizada
de forma a facilitar a leitura. No final de cada capitulo de resultados foi incluido um
item denominado “consideracdes finais”. Neste se abordam os topicos relevantes e as
principais conclusdes obtidas no capitulo em questao.

A tese se encontra organizada da seguinte forma:

e Capitulo 1 — Introdugdo: apresenta uma visdo geral de bioprocessos e do processo
em estudo, além dos objetivos do presente trabalho;

e Capitulo 2 — Revisdo Bibliografica: comec¢a apresentando um breve histérico da
descoberta das penicilinas, passando pela penicilina G acilase e monitorizagdo de
bioprocessos além de demais topicos relacionados ao presente estudo;

e Capitulo 3 — Materiais e Métodos: descreve todos os materiais € equipamentos
utilizados e toda metodologia experimental dos ensaios em cdmara rotativa e
biorreator. Apresenta também a instrumentacao do biorreator, o sistema de aquisi¢ao
de dados ¢ o sistema de monitoragao e inferéncia;

e Capitulo 4 — Resultados Experimentais: apresenta e discute os resultados experimentais
de cultivos de Bacillus megaterium;

e Capitulo 5 — Modelos Cinéticos: mostra os resultados do ajuste de trés diferentes
modelos cinéticos ndo-estruturados do cultivo;

e Capitulo 6 — Inferéncia de Estado do Processo de Producao de PGA: este capitulo se

divide em trés topicos relacionados com inferéncia do processo em tempo real:



filtragem de ruidos, identificacdo de fases do cultivo e inferéncia de varidveis
primarias. Os algoritmos utilizados em todos topicos se baseiam em redes neurais
artificiais;

e Capitulo 7 — Conclusdes: apresenta as principais conclusdes extraidas durante o

desenvolvimento do trabalho e as sugestdes para a continuidade do mesmo.

1.1 Objetivos

Dentro deste contexto, o objetivo geral deste trabalho foi desenvolver e
implementar algoritmos de inferéncia de estado a partir de variaveis disponiveis em
linha no processo de producao de PGA por Bacillus megaterium. Na primeira etapa do
trabalho varios ensaios de produg¢do de PGA foram realizados tanto em camara rotativa
termostatizada como em biorreator para se definir condi¢gdes no minimo sub-6timas de
operacdo, tais como a composi¢cdo de meio, de modo a se obter maior crescimento
celular e producdo da enzima. As informagdes levantadas nos ensaios em biorreator
permitiram a proposicao e validagdo de um modelo nao-estruturado do processo, com
multiplos substratos limitantes. Posteriormente, numa segunda etapa, os dados dos
experimentos foram utilizados para o treinamento do algoritmo de inferéncia baseado
em redes neurais. Com base nas variaveis medidas em tempo real, treinaram-se redes
com varias topologias e entradas, de modo a escolher as variaveis que possibilitassem a
rede o aprendizado dos aspectos essenciais da dindmica do processo. Testaram-se,
também, diferentes filtros das medidas, de forma a minimizar erros aleatorios da

instrumentagdo, que podem interferir nos algoritmos de inferéncia de estado.



2. Revisao Bibliografica
2.1 Breve Historico das Penicilinas

Os antibioticos sdo tipos especificos de substincias quimicas extraidos de
microrganismos, que sao administrados para combater infec¢cdes usualmente bacterianas
em seres humanos e animais. Eles interferem no metabolismo celular e por mecanismos
diversos levam a interrupcao da atividade celular, seja eliminando os microrganismos
patogénicos ou inibindo o seu crescimento.

Em 1929 Alexander Fleming descobriu a penicilina, que mais tarde
revolucionaria o tratamento de infec¢des causadas por bactérias patogénicas, além de
induzir a descoberta de novos compostos de atividade farmacologica produzidos através
de bioprocessos (Swartz, 1985). Essa descoberta representou para a biotecnologia a
introdu¢do de um novo produto comercial, de uso terapéutico, além dos tradicionais
alimentos e bebidas para o consumo de homens ¢ animais. Iniciava-se, a partir de entdo,
uma revolugdo no tratamento de infecgdes bacterianas, que serviu de modelo para o
surgimento de numerosos compostos produzidos por via fermentativa. Neste contexto, a
palavra fermentacdo ndo se refere a cultivos anaerébios, mas sim ao cultivo em geral de
microrganismos em meio solido ou liquido, quer sejam aerdbios ou anaerdbios.

O inicio da producao industrial das penicilinas ocorreu nos Estados Unidos, em
1941, treze anos apoOs sua descoberta. Naquela época o cultivo era realizado
empregando meio sélido, onde crescia o fungo Penicillium notatum, atingindo uma
produgdo de 10 a 20 unidades Oxford/mL (equivalente a 0,006-0,012 mg de benzil
penicilina, sal de sodio/mL) (Swartz, 1985).

As varias penicilinas existentes apresentam estruturas quimicas semelhantes com
propriedades e atividades ligeiramente diferentes. Diferenciam-se entre si pela cadeia
lateral ligada a um ntcleo comum, um anel B-lactimico denominado &cido 6-
aminopenicilanico (6-APA). A estrutura quimica do 6-APA ¢ mostrada na Figura 2.1.
As diversas cadeias laterais ligadas ao 6-APA conferem propriedades especiais a cada
derivado. Dependendo da forma de obtencao, as penicilinas podem ser classificadas em

biossintéticas € semi-sintéticas.
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Figura 2.1: Estrutura quimica do 6-APA

2.1.1 Penicilinas Biossintéticas

As penicilinas biossintéticas, também chamadas de penicilinas naturais, sdo

obtidas a partir do cultivo de microrganismos. As de maior interesse, por apresentarem

importancia terapéutica, sdo as penicilinas G e V. A diferencga estrutural entre elas esta

na cadeia lateral ligada ao 4cido 6-aminopenicilanico (6-APA). Na penicilina G, esse

radical ligado ¢ um fenilacetila e na penicilina V ¢ um radical fenoxiacetila (Swartz,

1985). Algumas estruturas de penicilinas naturais, entre elas as penicilinas G ¢ V podem

ser vistas na Figura 2.2.
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Figura 2.2: Algumas penicilinas naturais. Ao nucleo basico ligam-se diferentes cadeias
laterais que conferem propriedades especiais (Fonseca, 1992).

2.1.2 Penicilinas Semi Sintéticas



O desenvolvimento de penicilinas semi-sintéticas passa pela produgdao do
precursor 6-APA, que pode ser obtido a partir da desacilagio de penicilinas
biossintéticas, principalmente as penicilinas G ou V. As penicilinas semi-sintéticas
apresentam maior estabilidade, melhor absor¢do, além de apresentarem também menor
numero de efeitos colaterais que as penicilinas naturais. As estruturas de alguns

antibioticos semi-sintéticos sdo mostradas na Figura 2.3.
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Figura 2.3: Algumas penicilinas semi-sintéticas (Hojo, 1997).

A desacilacdo de penicilinas biossintéticas pode ser feita por via quimica ou
enzimatica. A via enzimatica oferece melhores resultados devido a
estéreoespecificidade das enzimas e vem sendo intensamente estudada para substituir a
cara e poluente rota quimica atualmente em operagdo nas industrias. As vantagens
econOmicas, ambientais e operacionais do processo enzimatico sobre a rota quimica
vém estimulando sua aplicagdo industrial, principalmente com o uso de enzimas
imobilizadas. A maior parte do 6-APA produzido atualmente é por desacilagdo
enzimdtica das penicilinas G ou V (Shewale e Sivaraman, 1989). Comparagdes
econdmicas da manufatura do 6-APA pelos processos quimico e enzimatico indicam
que o processo enzimatico ¢ pelo menos 9% mais barato (Anon, 1992 apud Parmar et
al., 2000). Esta economia pode ser até maior (20%) se a manufatura do 6-APA pela rota
enzimatica for integrada com a produgdo de penicilina G por fermentacdo, pois a
hidrolise enzimatica da penicilina é inibida pelo produto (a cadeia lateral, acido

fenilacético neste caso), o qual, por sua vez, ¢ indutor da producdo microbiana do
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antibiotico. Uma grande quantidade de microrganismos pode produzir enzimas para
hidrolisar a ligacdo amida da penicilina, para se obter o 6-APA e sua respectiva cadeia
lateral.

As enzimas envolvidas nesse processo foram denominadas inicialmente como
penicilinas amidases e, posteriormente, penicilinas acilases ou penicilinas
amidohidrolases. Existem em diferentes formas, devido a procedéncia de diferentes
microrganismos, € apresentam um consideravel grau de especificidade de substrato
(Vandamme e Voets, 1974).

Enzimas s3o catalisadores de alta especificidade, alta eficiéncia na conversao
substrato-produto e elevada atividade em condigdes ambientais moderadas
(fisiologicas). Estas caracteristicas explicam sua grande utilizagdo em processos
industriais (Illanes, 1994). O niimero de aplicagdes industriais utilizando enzimas tem
aumentado consideravelmente nos ultimos anos. O mercado mundial de enzimas
excedeu a casa dos 1,6 bilhoes de dolares em 1997, com crescimento anual estimado de
aproximadamente 6,5%, excluindo enzimas terapéuticas e enzimas empregadas em

engenharia genética, que tendem a ter um crescimento muito maior (Linko et al., 1999).

2.2 Penicilina G Acilase

Penicilina acilase foi primeiramente isolada a partir de Penicillium chrysogenum
Q176 (Parmar et al., 2000). As penicilinas acilases mais importantes sdo as penicilinas
G e V acilase. De acordo com a fonte a partir da qual a enzima penicilina acilase foi
isolada, esta pode ser classificada em dois tipos: as penicilinas acilases provenientes de
bactérias tém maior afinidade para hidrolisar a penicilina G, enquanto as penicilinas
acilases provenientes de actinomicetos e fungos tém maior afinidade para hidrolisar
penicilina V (Chiang e Bennett, 1967; Vandamme e Voets, 1974; Shewale e Sivaraman,
1989). A penicilina G acilase (PGA), ¢ a mais comumente encontrada em aplicagdes
industriais.

A importancia comercial das penicilinas acilases se mantém por anos apds sua
descoberta. Os avangos simultaneos nas areas de automagao de processos fermentativos,
purificacao e imobilizagdao de enzimas, projeto de reatores, etc, vém contribuindo para a
viabilidade econdomica do processo de produgdo. Varios trabalhos gerais sobre

penicilinas acilases sdo encontrados na literatura mostrando, por exemplo, a producao
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da enzima e sua aplicagdo na manufatura do 6-APA (Harrison e Gibson, 1984; Shewale
e Siravaman, 1989), a sua importincia na produgdo industrial de antibidticos [-
lactamicos (Bruggink et al., 1998) e investigacdes sobre a sua estrutura (Duggleby et
al., 1995; Done et al., 1998).

O nome oficial da penicilina G acilase (PGA) ¢ penicilina amido hidrolase
(E.C.3.5.1.11) e sua importancia reside na utilizacdo como catalisador na hidrodlise da
penicilina G para a obtencdo de 6-APA e 4cido fenilacético (AFA), em processo com
enzimas imobilizadas (Savidge, 1984). A Figura 2.4 mostra a hidrolise da penicilina G

catalisada pela PGA para a producdo de 6-APA.

CH3

S
@CH2CONH j:CHg . H0
N COOH
0
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PGA
g GHs
NH, tcm N @—CH2COOH
N COOH
0
6-APA AFA

Figura 2.4: Hidrélise enzimatica da penicilina G.

A enzima pode provir de varios microrganismos, apresentando diferentes
caracteristicas e propriedades, como diferentes pesos moleculares e afinidades pelos
substratos. A PGA de E. coli, uma das mais estudadas, ¢ um heterodimero com peso
molecular de 19.500 e 60.000 para as subunidades a e [ respectivamente (Valle et al.,
1991; Novella et al., 1994 apud Parmar et al., 2000). O ponto isoelétrico tem sido
reportado a pH 6.8.
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A Tabela 2.1 mostra um resumo das diversas empresas no mundo que utilizam

PGA na forma imobilizada, obtida de diferentes microrganismos.

Tabela 2.1: Algumas empresas que utilizam PGA imobilizada, e seus respectivos
microrganismos produtores (Savidge, 1984).

Empresa Microrganismo Tipo de Enzima
BAYER Escherichia coli Intracellular
SQUIBB Bacillus megaterium Extracelular
PFIZER Proteus rettgeri Intracelular

KYOWA HAKKO Kluyvera citrofila Intracelular
* Arthrobacter viscosus extracelular

* Syu e Chang, 1997.

Diferentes valores de Km sdo encontrados para penicilina acilase, como pode ser

observado na Tabela 2.2.

Tabela 2.2: Comparacao dos valores de Km da hidroélise de penicilina por penicilinas
acilases (Savidge e Cole, 1975).

Microrganismo Km (mM)
E. coli ATCC 9637 7,7
E. coli NCIB 8743% 0,67
Enzima cristalina de E. coli 0,02
E. coli NCIB 8743" imobilizada 30,0
B. megaterium 4,5

As penicilinas acilases provenientes de B. megaterium e E. coli sdo inibidas
pelos produtos da hidrolise da penicilina G, competitivamente pelo acido fenilacético e

ndo competitivamente pelo 6-APA (Tabela 2.3). Observa-se também que a penicilina G

inibe a enzima produzida por E. coli.
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Tabela 2.3: Comparagdo das constantes cinéticas das penicilinas acilases produzidas por
E. coli e B. megaterium. Os dados para E. coli foram obtidos a pH 8,0 ¢ 37° C e para B.
megaterium a pH 8,7 ¢ 37° C (Savidge e Cole, 1975).

Parametro E. coli NCIB 8743A | B. megaterium ATCC 14945
Vimax (umols 6-APA/min/mg) 7.1 1,1
Kn (mM) 0,67 4,5
Kj, 6-APA (mM) 7,1 26
K, &cido fenilacético (mM) 4,8 450
K, penicilina G (mM) 270 ndo inibe

Pesquisa e desenvolvimento na producdo e uso de PGA tém sido realizados
principalmente com a enzima obtida de Escherichia coli (Alvaro et al., 1990; Guan et
al., 1992; Robas et al., 1993), apesar da produgdo da enzima ser intracelular (no espago
periplasmatico). A purificagdo da enzima intracelular passa pela ruptura das células, o
que origina custos mais elevados para sua recuperacao. Esta ruptura pode ser feita por
sonda de ultra-som em escala de laboratorio, em larga escala pela passagem das células
em um homogeneizador industrial de alta pressao (Savidge & Cole, 1975).

Uma alternativa ¢ a utilizacdo de microrganismo que produza a enzima e a
excrete para o meio de cultura, ou seja, extracelularmente. Dentre os microrganismos
produtores de PGA extracelular, tem-se o Bacillus megaterium. A PGA de Bacillus
megaterium ¢ uma enzima utilizada na producao industrial de antibioticos -lactamicos,
porém as informagdes sdo dispersas e principalmente protegidas por segredo industrial
(Illanes et al., 1994). O modo de produgao extracelular do Bacillus megaterium torna
particularmente interessante o estudo do processo de produgdo, pois os procedimentos
de purifica¢do tornam-se sobremaneira simplificados e consequentemente menos caros,

uma vez que a enzima ¢ excretada das células e mais facilmente separada e purificada.

2.3 Producao de Penicilina G Acilase por Bacillus megaterium
2.3.1 Bacillus megaterium

Segundo Vary, 1994, Bacillus megaterium tem fascinado microbiologistas desde
a sua primeira descricdo ha mais de cem anos atrés. Este ¢ particularmente interessante
por causa da sua fisiologia e da ampla extensdo de seu habitat ecologico. Apesar de ser

considerado um microrganismo do solo, pode ser encontrado em diversos ambientes,
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tais como alimentos desidratados, dgua do mar, sedimentos, peixes e até mesmo em mel
de abelha. Diferentes linhagens sdo freqiientemente isoladas juntamente com
pseudomonas e actinomicetos em substratos incomuns, tais como herbicidas.

Uma boa revisdo introduzindo Bacillus megaterium, enfocando sua genética,
estrutura celular, esporulagdo e germinagdo pode ser vista em Vary (1994). Nesta
revisdo, Vary relaciona ainda a importdncia econOmica deste microrganismo a sua
capacidade de produzir penicilina acilase, amilases, glicosedesidrogenase, antibioticos
(emimicina, oxitanocina), esterdides, hidrolases, além de ser o microrganismo aerdbio
maior produtor de vitamina Bj,. Além disso, ¢ um microrganismo promissor para
manipulagdo genética, seja como hospedeiro ou como fornecedor de genes (Kang et al.,
1991).

Bergey (1974) cita que o Bacillus megaterium pode ser encontrado nas formas
oval ou cilindrica unidas em pequenas cadeias, podendo apresentar diferentes
dimensdes dependendo do meio de cultura. Em dgar tem didmetro em torno de 1,5um, e
em meio contendo carboidratos pode assumir dimensdes a partir de 3,0um. Bergey
descreve também que em agar nutriente Bacillus megaterium cresce de forma ordenada,
podendo apresentar rugosidades e, quando cultivado em meio de cultura por tempo
prolongado, sua colorag@o pode variar de uma tonalidade marrom até preta. Além disso,
segundo o autor, Bacillus megaterium digere a caseina e pode se reproduzir em meios
sem fatores de crescimento, tendo sais de amonio ou nitratos e glicose como Unicas
fontes de nitrogénio e de carbono.

Sabe-se que a temperatura Otima de crescimento estd entre 28° e 35°C, ndo
ocorrendo crescimento algum a temperaturas acima de 45°C. O pH O6timo de
crescimento ¢ em torno de 7,0 a 8,5, ndo ocorrendo crescimento a pH 5,0 ou menor.
Possui forte capacidade para reduzir nitrato em nitrito, produzir amonia, formar acidos

(Murao et al., 1964).

2.3.2 Efeito da Composicao do Meio

As condig¢des Otimas e os meios utilizados na producdo de PGA diferem bastante
e dependem fundamentalmente do microrganismo produtor. Em nivel industrial o que
se procura ¢ o condicionamento do microrganismo de modo a aumentar a produtividade

da enzima, pela formula¢do adequada de meio e condigdes de fermentagdo. A
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formulacao correta do meio de cultura ¢ fundamental para a obtengcdo de um rendimento
maior e por isso a composicao dos meios de fermentacdes industriais nao ¢ usualmente
publicada, devido ao seu enorme valor comercial.

Poucos sdo os trabalhos encontrados na literatura que utilizam Bacillus
megaterium, linhagem ATCC 14945, usada neste trabalho. Chiang e Bennett, 1967,
realizaram um estudo sobre a purificacdo e propriedades da PGA deste microrganismo,
entre elas, estabilidade, pH e temperatura 6timos, especificidade, etc, utilizando meios
baseados em caseina hidrolisada enzimaticamente. Verificaram que a enzima ¢
especifica para benzilpenicilina (penicilina G), mostrando menor atividade com relagao
a penicilinas que contém outros grupos quimicos no lugar do fenil acetato e que esta
tem pH otimo entre 8 e 9. Observaram também em experimentos preliminares que a
velocidade inicial de hidrolise ¢ estimulada pelo aumento da concentraciao de substrato,
indicando assim que a relagdo entre a velocidade inicial e a concentragdo de substrato
obedece a classica equacdo de Michaelis Mentem. O crescimento maximo das células
foi verificado ap6s um periodo de incubagdo de 20 a 24 horas, a0 mesmo tempo em que
a concentragdo de enzima comeca a aumentar, continuando até um periodo de
observagao de 96 horas.

A quantificacdo da enzima penicilina G acilase ¢ realizada com base na unidade
internacional de atividade (UI), definida como a quantidade de enzima necessaria para
produzir 1 pmol de 4cido 6-aminopenicilanico a partir da benzil penicilina por minuto
em tampao borato em pH 8,7 a 37 °C (Savidge e Cole, 1975).

A produgdo extracelular da enzima ¢ dependente da composi¢ao do meio. Sendo
assim, a maioria dos autores examina o efeito dos diversos componentes e condi¢des de
ensaio, para a obtencdo da maxima producdo da enzima. Acevedo ¢ Cooney, 1973,
estudaram o efeito da limitagdo das fontes de nitrogénio, enxofre e fosforo na produgao
da enzima em cultura continua, utilizando histidina como unica fonte de nitrogénio.
Resultados mostraram que a producdo da enzima ¢ controlada por diversos mecanismos
regulatorios que dependem das condi¢cdes ambientais do meio de cultura e da
concentragdo do indutor, o acido fenilacético, sendo que baixas concentragdes do
indutor estimulam o crescimento e altas concentracdes de indutor inibem o crescimento.

Ja Illanes et al., 1994, apresentaram resultados para a produc¢do da enzima

utilizando meios complexos e definidos onde foram observados os efeitos do fosforo
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inorganico na produgdo e excre¢do da enzima, a cinética de indugdo por acido
fenilacético e o efeito da glicose na produgdo da enzima. Experimentos indicaram que a
excrecdo da enzima ¢ dependente do meio, sendo que um elevado nivel de foésforo
favoreceu a producdo. Para altos niveis de fosforo, a maior parte da enzima produzida
foi excretada e somente uma pequena por¢ao permaneceu associada a célula. Entretanto,
em baixas concentragdes de fosforo inorganico, houve um aumento da atividade
enzimatica associada as células e diminuicao da atividade total. Com relacao a indugao
por AFA, ambos os meios apresentaram melhores resultados, para produgdo e
produtividade, utilizando concentrag¢ao de 1,5g/L. do acido, quando adicionado ao meio
ap6s 8 horas de fermentacdo. Os autores verificaram ainda que a produgdo da enzima
foi reprimida por glicose, e a producdo da penicilina acilase em meio complexo ocorreu
principalmente ap6s a exaustao desta.

Caseina hidrolisada tem sido amplamente utilizada como fonte de nitrogénio,
mas uma ampla variedade de outras fontes esta disponivel a precos razoaveis. Gentina et
al., 1997, estudaram o uso dessas diferentes fontes de nitrogénio na sintese e excre¢ao
da enzima. Os resultados mostraram que a baixa producdo de enzima em alguns destes

substratos ¢ devida a natureza protéica da fonte de nitrogénio.

2.3.3 Mutantes e Clonagem de Genes

Desde a descoberta da tecnologia do DNA recombinante, em 1973, os cientistas
tém desenvolvido técnicas que possibilitam transferir os genes de um tipo celular para
outro. Por meio dos conhecimentos atuais, ¢ possivel mudar a composicao genética das
células vivas de tal modo que estas possam produzir novas substancias. Esse processo ¢
denominado engenharia genética ou tecnologia do DNA recombinante (Pelczar Jr.,
1997).

O aumento na procura por 6-APA para a produgdo de penicilinas semi-sintéticas
incentivou pesquisas sobre a produg¢do de PGA, abrangendo técnicas de selegdo,
mutagdo e modificacdo genética de microrganismos produtores.

Son et al., 1982, obtiveram, a partir da linhagem mae Bacillus megaterium
ATCC 14945, linhagem mutante denominada Bacillus megaterium KFCC 10029, com
mudangas no modo de producdo e no tamanho da cadeia de células. Enquanto a

linhagem mae produz PGA somente na presenga de indutor, a mutante produziu a
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enzima sem essa presenca e, quando na presenca de AFA, apresentou produtividade de
trés a quatro vezes maior. ApoOs crescimento dos microrganismos em agar nutriente a
30°C por 18-24 horas, o mutante apareceu como células isoladas ou cadeias pequenas, e
a linhagem mae apareceu como longas cadeias de células.

Vérios outros trabalhos, utilizando tecnologia de DNA recombinante em
clonagens, foram sendo realizados com Bacillus megaterium ATCC 14945, como por
exemplo, Kang et al., 1991 e Martin et al., 1995.

Trabalhos sobre PGA utilizando outras linhagens de Bacillus megaterium
enfocaram efeitos de inibi¢do (Lawrence, 1974), separagdo (Chase et al., 1977),
clonagem (McCullough, 1983; Meevootisom e Saunders, 1987), cinética (Suga et al.,

1990), purificacdo (Senthilvel e Pai, 1996) e outros.

2.3.4 PGA de Bacillus megaterium ATCC 14945 no DEQ/UFSCar

Hé algum tempo, a area de Engenharia Bioquimica do DEQ/UFSCar possui
linha de pesquisa voltada para a producdo da enzima penicilina G acilase por Bacillus
megaterium, visando tanto ao entendimento do processo como a formacdo de pessoal
qualificado.

Hojo, 1997, estudou a influéncia da composi¢do do meio para a producao de
PGA de Bacillus megaterium, bem como as condigdes operacionais de fermentacdo.
Utilizando planejamento composto central, encontrou como melhores concentragdes de
meio: 2,0 a 2,4 g/L. de AFA, 5,0 a 8,0 g/L de glicose, 30 a 50 g/L de caseina hidrolisada
enzimaticamente (CHE) e 7,3 a 8,0 g/L de carbonato de célcio. E como condigdes
operacionais O6timas: concentra¢do de oxigénio dissolvido de 20% na fase de producdo e
10% na fase de crescimento, adi¢do de AFA apos 10 horas da inoculagdo, 30°C.
Obtiveram-se, assim, valores semelhantes ao obtido por Illanes et al., 1994, em torno de
250 UI/L de caldo.

Berazain, 1997, utilizou soro de queijo como principal fonte de carbono na
producdo de PGA pelo mesmo microrganismo. Um dos objetivos era aliar a reducdo do
custo de producdo da enzima a diminui¢cdo da carga poluente nos rios, porque apenas
60% dos rejeitos de laticinios sdo aplicados para a fabricacdo de produtos para consumo
humano e animal, sendo o restante descartado, em que pese sua carga poluente, com

quantias importantes de proteinas, lactose, gordura e vitaminas. Nesse trabalho o autor
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estudou o aproveitamento do soro de queijo para compor um meio de cultura para a
producao de PGA. Realizou experimentos planejados, visando a obtencao de relagdes
empiricas entre as varidveis estudadas e construiu superficies de resposta para
determinar a composi¢ao de meio 6timo para a produgdo da enzima.

Visnard, 1997, estudou a influéncia da concentragdo de oxigénio dissolvido no
processo de producdo de PGA, mostrando haver uma forte correlagdo entre
concentragdo de O,, concentracdo celular e producdo da enzima. O autor ajustou
correlacdo do crescimento celular em fungdo da velocidade de producao de CO, durante
a fermentagdo e propds modelo matematico para o crescimento celular.

Dando continuidade a esses estudos, Pinotti, 1999, comparou a produgdo da
enzima nos meios de Illanes ef al., 1994, Hojo, 1997 e Berazain, 1997. Observou maior
repressdo por glicose da cepa produtora em relacdo a utilizada por Hojo, 1997. Foi
constatada que a produgdo de PGA ¢ fortemente dependente da fonte de nitrogénio e
carbono, atingindo maiores concentragdes de enzima (138 UI/L) quando se utilizou
caseina hidrolisada com Alcalase® e soro de queijo "in natura" como fontes de carbono
e nitrogénio. O soro de queijo contribui ainda com micronutrientes que se mostram
importantes na producdo da enzima.

Souza, 2003, estudou os requerimentos nutricionais do Bacillus megaterium na
producao de PGA. Na otimizagdo do meio de cultivo, estudou os efeitos de diferentes
concentragdes de aminoacidos e da sua composi¢ao na produgdo da enzima em frascos
agitados. Os resultados obtidos mostraram que nenhum dos aminoacidos que compdem
o meio ¢ essencial nem ao crescimento nem a produc¢do da enzima. Mostraram também
que concentragdes iniciais acima de 10,0g/L de aminoacidos inibem a sintese da
enzima. Foi testada, também em frascos agitados, a influéncia dos diferentes
componentes do soro de queijo na produgdo de PGA por B. megaterium, verificando-se
que a substitui¢do do soro pelos aminodcidos individuais que compdem, em média, suas

proteinas, embora permita crescimento celular, ndo favorece a sintese de enzima.
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2.4 Redes Neurais Artificiais
2.4.1 Introducao

Redes neurais artificiais (RNA) sdo modelos computacionais inspirados na
estrutura e no comportamento dos neurdnios reais, as unidades basicas responsaveis
pelo processamento cerebral (Anderson, 1995). O termo rede neural ¢ resultado de
pesquisas no campo da Inteligéncia Artificial (IA) que originalmente tentaram entender
e modelar o comportamento do cérebro.

Entre as caracteristicas que sdo desejaveis em redes neurais, tem-se: robustez e
tolerancia a falhas, flexibilidade, alto grau de paralelismo, tamanho compacto, alta
velocidade de processamento, capacidade de aprendizado e habilidade para lidar com
informacgdo difusa, ruidosa ou inconsistente. Portanto, RNAs podem reconhecer
padrdes, reorganizar dados e, o que ¢ mais interessante, aprender. Sdo empregadas para
mapear padrdes de entrada nos correspondentes padroes de saida de um dado sistema.
Para isto, quando trabalhando com aprendizado supervisionado, primeiro uma série de
vetores de entrada e saida adequados sdo apresentados a rede (etapa de treinamento),
que a seguir predira a saida apropriada para uma nova entrada.

Foi aproximadamente na década de quarenta que surgiram os primeiros estudos
neste campo. McCullogh e Pitts foram pesquisadores pioneiros, mostrando que um
neurdnio podia ser modelado por uma funcdo degrau para realizar uma fungdo logica
(Lau, 1990). Outros modelos surgiram no decorrer dos anos, mas foi no inicio da década
de setenta que Paul J. Werbos desenvolveu o algoritmo backpropagation. Este foi
ignorado por anos apos a sua inven¢ao. Mas, na metade dos anos oitenta, as pesquisas
neste campo sofreram um forte impulso com a publicagdo de livro por David E.
Rumelhart e seus colaboradores, descrevendo e popularizando o algoritmo (Hilton,
1992). Desde entdo, esse algoritmo se tornou uma importante ferramenta no treinamento
de redes com multiplas camadas para desempenho de uma ampla variedade de tarefas.
Uma boa descri¢@o sobre a evolucdo das redes neurais ¢ feita por Lau e Widrow, 1990 e

por Widrow e Lehr, 1990.

2.4.1.1 Analogia de Redes Neurais Artificiais com o Sistema Nervoso Humano
Os vérios tipos de neurdnios encontrados no cérebro possuem os mesmos genes,

a mesma organiza¢do geral e o mesmo aparato bioquimico das demais células. Eles
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diferem basicamente na sua forma, na membrana externa, capaz de gerar impulsos
nervosos, € na presenga de uma estrutura unica para transferir informagdes entre
neurénios. O desenho esquematico de um neurdnio ¢ mostrado na Figura 2.5.
Tipicamente, este ¢ composto por dentritos, corpo celular, axdnio e sinapses.

Os dentritos sdo um numero de estruturas finas localizadas no terminal de
entrada dos neurdnios. Estes constituem a superficie fisica através da qual um neurénio
recebe sinais de entradas de muitas outras células. O corpo celular contém o nucleo da
célula e os mecanismos necessarios para executar a sintese de moléculas essenciais a

sobrevivéncia. Desse nucleo projetam-se varios dentritos € um tnico axonio.

Dentritos

Ncurdnio
Genérico

s Corpo Celular

/7

Terminal
Arborizado

Sinapscs

Figura 2.5: Neuronio genérico (adaptado de Anderson, 1995).

O axénio é a “linha de transmissdo” do neurdnio. E mais longo e fino que os
dentritos e se ramifica apenas na parte terminal, permitindo que a informacdo de uma
célula atinja muitas outras. A sua membrana externa propaga impulsos elétricos e libera
neurotransmissores em seus terminais.

As sinapses sdo pontos de contato especializados nos quais a informagdo ¢
transferida de uma célula para outra. Podem ocorrer entre axonio e dentrito, axdnio e
axonio, dentrito e dentrito ¢ axonio e corpo celular, permitindo a uma célula influenciar

outras.
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Uma rede neural artificial (RN) pode ser vista como um conjunto de elementos
processadores simples baseados nos neurdnios biologicos, conhecidos como neurdnios
ou nodos, que sdo ligados uns aos outros através de conexdes, andlogas as sinapses.
Estas conexdes guardam o conhecimento da rede e seus padrdes de atividade expressam
os varios objetos representados por esta. O conhecimento da rede ¢ adquirido por meio
de um processo de treinamento no qual, em suas versdes mais basicas, apenas as
conexdes entre as unidades sdo variadas através de mudangas em seus pesos relativos. A
Figura 2.6 mostra a idealizagdo do processo de ativagdo dos neurdnios utilizado pelas

redes neurais.
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Figura 2.6: Idealiza¢dao dos neurdnios em redes neurais (adaptado de Hilton, 1992).

2.4.2 Estrutura Comum aos Modelos de Redes Neurais

Rumelhart et al., 1986 apontaram um nimero de componentes comuns a muitos
modelos de redes neurais:
— Um conjunto de unidades de processamento: este ¢ o primeiro estdgio da elaboracao
de um modelo de redes neurais. Determina o grau de semelhanga entre uma unidade de
processamento artificial € um conjunto real de neurdnios. Em geral sdao utilizadas
abstracdes dos neurdnios, de sua arquitetura quando ligados em rede e das funcgdes
desempenhadas por esta.
— O estado de ativagdo: € o padrao de ativacdo de um conjunto de unidades, que captura

0 objeto ou evento que a rede representa. O estado de ativagdo pode ser especificado por
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um vetor de ativacdo que estabelece a ativacao de todas as unidades em um dado grupo.
A ativagdo da unidade u; no tempo ¢ € designado por a(¢).

— Uma fungdo de saida (ou de transferéncia): os sinais que fazem com que as unidades
interajam sdo transmitidos por uma funcdo de saida [0(f)=f(ai(t)), para a unidade i]. A
intensidade com que uma unidade interage sobre outra depende do nivel de ativagdo da
unidade em questdo. A funcdo de saida transforma o estado de ativagao de uma unidade
em um sinal de saida desta unidade de processamento.

— Um padrdo de conectividade entre as unidades: constituido pelo conjunto de ligagdes
entre nodos, determina como a rede responde a uma dada entrada. Tal padrao ¢
codificado em um conjunto de pesos que representam as conexdes excitatorias (para
pesos positivos) ou inibitdrias (para pesos negativos) entre as unidades de
processamento. Se o peso for positivo este excitard o nodo aumentando sua ativagao, se
for negativo inibird o nodo diminuindo a sua ativagdo. Em geral os diversos valores das
conexoes sao reunidos em uma matriz de pesos ou matriz de conectividade (). Nesta
matriz cada componente w;; representa a forca da conexdo entre uma unidade u; € uma
unidade u;.

— Uma regra de propagacdo: combina os sinais de entrada de uma unidade de
processamento com os valores da matriz de conexdes para produzir o efeito total sentido

por esta unidade. O valor propagado para a unidade j ¢ denotado como net;,, Em geral,

n
utiliza-se a somatoria simples dos sinais de entrada, net; ZZW '

;i » onde i; ¢ a entrada j
i=1

vinda da unidade i.
— Uma regra de ativagdo: produz um novo estado de ativagdo da unidade de
processamento. Representa o nivel de atividade de uma unidade de processamento.
— Uma regra de aprendizagem: representa a mudanca dos valores das conexdes como
funcao da experiéncia. As conexdes podem ser modificadas através do aparecimento de
novas conexdes, através da perda ou da modificagdo das conexdes existentes. Este € o
aspecto mais explorado em redes neurais adaptativas.
— Uma representacdo do ambiente: esta representacdo precisa ser correta e
apropriadamente modelada.

Para se propor e implementar um sistema utilizando redes neurais alguns passos

sdo recomendados (Bailey e Thompson, 1990; Stein, 1993):
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1) Levantamento do conjunto de dados: levantamento das informagdes que serao
empregadas no treinamento e teste do sistema. E conveniente utilizar a maior
quantidade de informacao disponivel, coerentemente com a disponibilidade, recursos e
tipo de problema. A qualidade dos dados ¢ mais importante que a quantidade; portanto,
além de serem significativos e cobrirem todo o dominio do sistema, os dados
selecionados devem ter erros e ambigiliidades minimizadas.

2) Pré-processamento dos padrdes selecionados: preparacdo da representacdo dos
padrdes envolvidos no processo para que a rede os entenda e processe. Os padrdes dao
origem as varidveis que alimentardo a rede. O pré-processamento pode tratar por
exemplo da filtragem de dados para a redugdo de ruidos, avaliagao dos valores médios
para utilizacdo posterior, complementa¢do de informacdes ausentes nos padrdes de
treinamento e aproximacao e arredondamento de valores.

3) Organizagao dos padrdes escolhidos: os dados selecionados e tratados sdo em geral
separados em conjuntos de treinamento, validacdo e/ou teste. Os dados de treinamento
sdo empregados para ajustar os pesos da rede durante a fase de aprendizagem. Na
validacdo, os dados ndo utilizados no treinamento sdo empregados para verificar a
capacidade de generalizagdo da rede.

4) Definicao da rede neural: selecdo do paradigma neural, determinagdo da topologia da
rede e estabelecimento das funcdes de rede. O paradigma neural ¢ selecionado de
acordo com o problema que se estd atacando. Em geral, a escolha se baseia nas solugdes
utilizadas em problemas similares ou numa mesma familia de problemas daquele em
questdo. A determinacao da topologia inclui a especificagdo do nimero de unidades e
do nimero de camadas da rede. As func¢des de rede compreendem regras de propagacgao,
ativacao, saida e treinamento e os respectivos parametros.

5) Treinamento da rede: consiste no ajuste de varidveis tais como pesos, limites de
ativacdo, etc. Os pesos sao ajustados até que a saida calculada pela rede se aproxime da
saida desejada. Nesta etapa, deve-se enfocar a inicializagdo da rede, sua estratégia de
treinamento e o tempo de treinamento.

6) Teste da rede: visa avaliar o desempenho da rede utilizando padrdes ndo empregados

na fase de treinamento.
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2.4.3 Modelos de Redes Neurais

RNs podem ser classificadas de acordo com sua estrutura e algoritmos de
aprendizagem (Pham, 1995). A estrutura de uma rede neural ¢ determinada pelas
conexdes entre 0s seus neurdnios € a natureza destas conexdes. O ajuste ou treinamento

das forcas entre as conexdes ¢ feito pelo algoritmo de aprendizagem.

Refefeeasformentd
Perceptron Multicamada

Cdbmadadai CaBewadadaj Cea@wadada k
Em termos de sua estrutura, redes neurais podem ser divididas em dois tipos:

redes “feedforward” e redes recorrentes. A Figura 2.7 ilustra um modelo geral dos dois
tipos de redes. Nas redes “feedforward” os neurdnios geralmente sdo agrupados em
camadas ¢ o fluxo de informagdes de uma camada a outra ¢ unidirecional, da entrada
para a saida. Os neuronios sao conectados entre as camadas e ndo dentro de uma mesma
camada. Nas redes recorrentes as conexodes permitem o fluxo de informagdo em ambos
os sentidos entre um par de unidades, ¢ mesmo de uma unidade para ela mesma. O

treinamento de tais redes converge mais lentamente.

(A) (B)

Figura 2.7: Estruturas de redes neurais.

Como ja mencionado, o treinamento de uma rede neural envolve a alimentagao
de um grupo de padrdes de entrada-saida conhecidos e o ajuste dos pardmetros da RN
até que cada entrada produza a saida apropriada. Em geral, para treinar a rede ha o
ajuste dos fatores pesos até que o padrdo de saida, calculado a partir de uma dada

entrada, reflita as relagdes desejadas.
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Com relagdo ao treinamento, redes neurais podem ser treinadas por dois tipos de
algoritmos de aprendizagem: supervisionado e nao supervisionado. No algoritmo de
aprendizagem supervisionada, os pesos sdo ajustados de acordo com a diferenga entre a
saida desejada e a saida obtida pela rede em treinamento. Sendo assim, a aprendizagem
supervisionada requer um “professor” para fornecer a saida desejada. Os algoritmos
supervisionados sao normalmente mais usados em engenharia, pois eles podem garantir
uma resposta desejada. O exemplo mais expressivo que faz uso desta aprendizagem € o
algoritmo “backpropagation” ou retropropaga¢do. O algoritmo de aprendizagem ndo
supervisionada ndo requer que a saida desejada seja conhecida. Durante o treinamento,
somente padroes de entrada sdo apresentados a rede que automaticamente se encarrega
de mapear um espago de entrada e um espaco de saida adaptando os pesos das suas
conexdes e agrupando os padrdes de entrada em grupos com caracteristicas similares.
Alguns exemplos das redes que utilizam esta aprendizagem sdo os modelos Hebbianos,
os modelos competitivos € os modelos auto-organizaveis (Hassoun, 1995). Essas redes

tém maior aplicacdo em tarefas de classifica¢do e agrupamento de dados.

2.4.3.1 Perceptron multicamadas

Embora existam varios modelos de redes neurais, enfocaremos aqui o perceptron
multicamadas, com os algoritmos de treinamento da retropropagacdo e de Levenberg-
Marquardt, que sdo utilizados neste trabalho.

O perceptron multicamadas ¢ uma evolugdo do perceptron de Rosemblatt, que
surgiu no final dos anos 50 (Lau, 1990). Hoje, o termo perceptron geralmente se refere a
entradas conectadas a uma camada Unica de nodos. As limitacdes de um perceptron
simples desaparecem quando se utilizam camadas intermedidrias ou ocultas entre as
unidades de entrada e saida. O termo perceptron multicamadas se refere a mais de uma
camada de unidades inteiramente interconectadas (Ruck et al., 1992).

A Figura 2.7 (a) mostra o0 modelo de um perceptron multicamadas. Este ¢ um
dos tipos mais comuns de redes neurais artificiais, geralmente consistindo de trés
camadas: uma de entrada, uma oculta e uma de saida. A informagdo segue um fluxo
unidirecional e a camada de entrada apenas as redistribui. Para a rede desempenhar uma
tarefa especifica, deve-se escolher como as unidades sdo conectadas umas as outras e

dar valores aos pesos das conexdes apropriadamente. As conexdes determinam a
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influéncia de uma unidade sobre a outra e os pesos especificam a for¢a desta influéncia
(Hilton, 1992).

A atividade das unidades de entrada representa a informacdo bruta que ¢
alimentada a rede. A atividade em cada unidade da camada oculta ¢ determinada pela
atividade das unidades de entrada e dos pesos das conexdes entre as unidades da camada
de entrada e oculta. Da mesma maneira, o comportamento das unidades de saida
depende da atividade das unidades ocultas e dos pesos das conexdes entre estas e as
unidades de saida.

Ha dois algoritmos muito utilizados para perceptrons multicamada. Em redes
pequenas, emprega-se o algoritmo de Levenberg-Marquardt e, para sistemas maiores, o
da retropropagacdo. Ambos sdo algoritmos de otimizagdo que buscam reduzir a norma
dos erros entre valores preditos e as saidas desejadas, utilizadas no treinamento. A
funcao-objetivo, nesse caso, ¢ a soma dos quadrados dos erros, ou o erro quadratico
médio.

A escolha da arquitetura a ser utilizada depende do tipo de problema a ser tratado
e da experiéncia do programador. Para escolher a arquitetura mais adequada, ¢
importante lembrar que o tempo de treinamento aumenta geometricamente com o

numero de unidades e de camadas (Caudil, 1991).

2.4.3.1.1 Algoritmos de treinamento

H4 muitos algoritmos de treinamento disponiveis para perceptrons
multicamadas. Entretanto, um dos mais populares ¢ o algoritmo da retropropagacao.
Retropropagacdo ¢ uma classe particular de algoritmos que emprega aprendizagem
supervisionada. Como dito anteriormente, na aprendizagem supervisionada usa-se um
erro, que ¢ a diferenca entre a saida desejada e a resposta obtida pela rede, para
orienta¢ao do ajuste dos pesos. Neste algoritmo, os pesos sdo ajustados de maneira que
a saida real se aproxime da saida desejada, através de uma modificacdo da técnica do
gradiente descendente.

Durante o treinamento, a RN processa os padrdes de entrada em dois passos.
Primeiro aplica-se um padrao de entrada a rede e permite-se que a atividade resultante

passe através desta para a camada de saida. Esta saida ¢ certamente errada a principio,

entdo a rede compara este padrdo de saida atual com um desejado para aquela entrada.



27

Este processo resulta em um erro para cada neurénio na camada de saida. O somatorio
do erro gerado ¢ entdo retropropagado, determinando a mudanga dos pesos em cada
camada (Caudil, 1991). Portanto, sdo processadas duas operagdes basicas. A primeira
consiste de um somatorio dos sinais de entrada ponderados pelos pesos associados a
cada um deles, ¢ a segunda operagdo corresponde a aplicagdo de uma fungdo de
ativacdo ao resultado obtido na primeira etapa. A fun¢do de ativacdo mais amplamente

utilizada ¢ a do tipo sigmoidal, mostrada na Figura 2.8. E a fun¢do mais comumente

utilizada para realizar o ajuste dos pesos da rede ¢ a Soma dos Quadrados dos Erros

(SQE).
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Figura 2.8: Fungdo de ativagdo sigmoidal.

Como ja& mencionado, a retropropagacdo ¢ baseada em uma modificagdo da
técnica do gradiente descendente. A adaptacao dos pesos da rede inicia-se com um valor
arbitrario para os vetores pesos, W; e W,. O gradiente de parte da funcdo SQE ¢
aproximado e o vetor peso ¢ alterado em sua direcao e no sentido negativo deste. Este
procedimento ¢ repetido sucessivamente, até¢ que um minimo, local ou global, seja
alcangado.

A fung¢@o a ser minimizada ¢ definida por:

0, =D &y @.1)

onde, p indica o numero de apresentagdo de um par entrada-saida. A funcdo SQE muda
a cada apresentacdo e tem o valor ¢, na apresentagdo p. mx ¢ o numero de vetores

entrada-saida.
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Define-se ainda:
m
_ 2

@, =D e, 2.2)

k=1

onde, m ¢ a dimensdo dos vetores X e y € & € definido como:

€p =dip ~Vip 2.3)
Assim, @ representa o erro associado a apenas um vetor de saida (o Gltimo que

foi apresentado), enquanto ¢ ¢ a SQE para todos os vetores.

No método classico do gradiente descendente, os pesos seriam corrigidos por:

W, =W, +(-V9,) (24)
onde:
v =[a“’p by ] 2.5)
P low, oW,

No algoritmo da retropropagacao temos, no entanto:

W, =W, +n(-V® ) (2.6)
onde n é um parametro que controla a estabilidade e a taxa de convergéncia, aqui
denominada de taxa de aprendizado, V®, ¢ o valor do gradiente da func¢do ® calculado
por aproximacgdo na apresentagao p, correspondente a W=W,,.

Existem ainda variantes do algoritmo da retropropagacao. Algumas vezes, o valor
de m ¢ reduzido durante o treinamento, para diminuir os efeitos de ruidos sobre a
corregao dos pesos. Outras vezes pode ter seu valor aumentado, para acelerar o processo
de treinamento, ou na tentativa de escapar de minimos locais. Esta alternativa ¢
chamada de variagdo do termo de ganho ou algoritmo retropropagacdo com passo
varidvel (Widrow e Lehr, 1990).

Uma outra abordagem ¢ a técnica do momento, a qual inclui na atualizagdo do
vetor peso, AW, um termo proporcional a mudanca dos pesos na iteragdo anterior,
AW,.1 (Rumelhart ef al., 1986).

AW, = (1-0)AW, —aAW, (2.7)
onde, o € o termo de momento (0<a<1).

J& o algoritmo de Levenberg-Marquardt busca minimizar (2.2) combinando os
algoritmos de Newton com o do gradiente descente (Himmelblau, 1970). E enfoque

classico para resolver problemas de otimizacao sem restricoes. No entanto, o gradiente
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da func¢do objetivo deve ser estimado a cada passo, o que significa que as derivadas das
saidas calculadas com relacdo a todos os pesos, para todos os dados entrada-saida,
devem ser aproximadas. Com isso, aumenta-se consideravelmente a demanda de
processamento. Essa € a razdo por que se emprega o algoritmo de Levenberg-Marquardt
para RNs menores, pois sua convergéncia ¢, em geral, mais rapida que o de
retropropagac¢do. No entanto, para RNs com elevado niimero de neurdnios, o problema
pode tornar-se intratavel pelo método de Levenberg-Marquardt. Nesse caso, para redes

“feedforward”, prefere-se empregar o método da retropropagacao.

2.4.3.2 Enfoque hibrido de modelagem de sistemas

A utilizagdo de redes neurais pode seguir enfoques distintos (Psichogios e
Ungar, 1992; van Can et al., 1996; van Can et al., 1997). Na abordagem caixa-preta, o
desenvolvimento do modelo ¢ dirigido principalmente pelos dados experimentais
medidos, ou seja, o modelo do processo ¢ baseado somente nas observacdes do
comportamento de suas entradas e saidas, sem nenhuma preocupacdo causal
fenomenoldgica. Este método ¢ o Unico possivel quando nenhum conhecimento do
processo ¢ disponivel. Uma das maiores vantagens desta técnica ¢ que ela consegue
gerar um modelo matematico de um sistema sem o conhecimento dos fendmenos que
estdo ocorrendo no processo. Mas uma grande desvantagem ¢ a sua inabilidade para
extrapolagdes.

No modelo caixa-cinza, também denominado modelo hibrido, combinam-se
equagdes de conservagdo, que incorporam um certo conhecimento do processo que esta
sendo modelado, com uma ou mais redes neurais que servem como estimadoras de
parametros ou variaveis ndo conhecidos. Neste caso, a rede pode ser treinada para
prever pardmetros do modelo fenomenoldgico, ou para substituir equagdes constitutivas
deste, tais como velocidades de reagao (Psichogios e Ungar, 1992; Van Can et al., 1997;
Costa et al., 1999; Henriques et al., 1999). Uma representagao esquematica de uma rede

hibrida ¢ mostrada na Figura 2.9.
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Figura 2.9: Modelo de modelo neural hibrido. A rede estima os pardmetros do processo
P, que sdo usados como entrada para as equacoes de balango (Psichogios e Ungar, 1992).

2.4.4 Avaliacdo do Desempenho de uma Rede Neural
Um dos aspectos mais importantes em redes neurais ¢ a avaliacdo do
desempenho da rede, uma vez que esta tenha sido treinada. Avaliar o desempenho da
rede treinada envolve dois aspectos principais, a saber (Baughman e Liu, 1995):
1) Como a rede reproduz a resposta predita (vetor de saida) a partir do grupo de
dados utilizado no treinamento;
2) Como a rede prediz a resposta a partir de um grupo de dados que ndo foi
utilizado no treinamento (verifica a capacidade de generalizagcdo da rede).
Diz-se que uma rede generaliza bem quando esta interpola de maneira razoavel
os padroes que nao foram utilizados no treinamento. Como ilustracdo considere o
exemplo em que a rede foi treinada com os padrdes de entrada I, a Is (Figura 2.10). A
figura mostra exemplos de uma boa generalizacdo e de uma generalizag¢do ruim entre os
dados treinados e os dados usados na validagdo. Uma rede bem treinada deve portanto

fornecer um mapeamento entrada-saida com boa capacidade de generalizagao.

generalizagdes

ey

® Boa generalizagio
m Generalizagdo ruim

\

c: saida

X - Dados de Treinamento

=, e -Novos dados

I: entrada

Figura 2.10: Tlustracao de uma generalizagao boa e ruim de uma rede neural treinada
(adaptado de Baughman e Liu, 1995).
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2.4.5 Utilizacdo de Redes Neurais em Processos Bioquimicos

Uma das principais barreiras em se difundir o uso de modelos e técnicas de
controle ndo lineares nas industrias quimicas e de bioprocessos ¢ o custo do
desenvolvimento do modelo e da sua validagdo. Normalmente custos com modelagem
representam mais que 75% dos gastos no desenvolvimento de um projeto de controle
avangado (Hussain, 1999). Em bioprocessos, especialmente, a modelagem matematica
de culturas microbianas ¢ uma tarefa complexa. Modelos ndo estruturados desses
processos, que descrevem o sistema através de equagdes de balanco de massa para um
numero reduzido de variaveis, sdo relativamente faceis de formular. Porém, sua solucao
torna-se complexa por causa da dificuldade de ajuste de suas relagdes cinéticas que,
quando sdo conhecidas, podem envolver um grande nimero de pardmetros que t€ém que
ser estimados usando técnicas de otimizagao ndo linear.

Como citado anteriormente, bioprocessos sdo sistemas quimicos complexos e
nao lineares por natureza. O mecanismo global de reagdo, entendido no arcabouco de
uma pseudo-estequiometria do tipo reagentes (substratos) — produtos, ¢ muito mais
intrincado que o de reagdes quimicas convencionais, por causa dos complexos
mecanismos de regulagdo génica e dos mecanismos de controle enzimatico envolvidos.
As dificuldades presentes no uso de técnicas convencionais para modelar tais sistemas
complexos fazem das redes neurais uma boa ferramenta para sua modelagem
(Baughman e Liu, 1995).

Por ser uma das areas de maior crescimento dentro do campo da Inteligéncia
Artificial e uma das mais promissoras por sua habilidade em aprender relacdes ndo
lineares, redes neurais apresentam uma ampla aplicabilidade em processos quimicos e
bioquimicos, tais como deteccdo de falhas, identificagdo de processos ndo lineares,
estimacdo de estado e ‘“soft sensoring” (ou sensoriamento virtual). Hoskins e
Himmelblau, 1988, publicaram o primeiro artigo de redes neurais aplicadas em
engenharia quimica, para deteccdo de falhas em um reator. Desde entdo, o nimero de
publicacdes utilizando redes neurais nessa area (ai incluidos os processos bioquimicos)
tem aumentado significativamente.

Thibault et al., 1990, utilizaram a técnica de redes neurais na modelagem
dindmica de bioprocessos. A rede neural dindmica foi empregada para prever as

variaveis-chave do processo. Para avaliacdo de seu desempenho, o método foi
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comparado com um filtro de Kalman estendido, algoritmo baseado em modelo
fenomenoldgico do sistema. A rede foi utilizada na simulagdao de fermentador continuo
perfeitamente agitado e os estudos mostraram que esta foi capaz de generalizar a
dinamica do processo com precisdo e relativa imunidade aos ruidos.

Di Massimo et al., 1992, utilizaram redes neurais para modelar bioprocesso de
producdo da penicilina, destacando a vantagem do uso de redes para inferéncia de
importantes variaveis, em relagdo as técnicas de inferéncia baseadas em modelo. Esse
trabalho investigou a construcdo de biossensores para estimativa de biomassa e da
concentragdo de penicilina a partir de dados disponiveis "on-line", em bioprocesso
industriais.

A capacidade de redes neurais na modelagem do crescimento em batelada de
uma cultura de Klebsiella oxytoca ATCC 13882 foi investigada por Syu e Tsao, 1993.
Uma funcdo de transferéncia tipo saturacdo foi testada. A rede utilizada foi
"feedforward" multicamadas com algoritmo da retropropagacao e esta se mostrou capaz
de simular e predizer varias situacdes.

Um exemplo de uso de redes neurais para controle de pH na producdo da
penicilina G acilase (enzima estudada neste projeto), por Arthrobacter viscosus,
microrganismo que, da mesma forma que o Bacillus megaterium, expressa a enzima
extracelularmente, ¢ descrito por Syu e Chang, 1997. Estes autores usaram uma rede
neural recorrente, obtendo bons resultados.

Linko et al., 1997, utilizaram redes neurais como ‘“software sensors” na
producdo das enzimas glucoamilase (E.C. 3.2.1.3) por Aspergillus niger, e lipase (E.C.
3.1.1.3) produzida por Candida rugosa. Para isso testaram vdrias topologias de rede
para estimagdo e predi¢do da atividade enzimatica e da concentracdo de biomassa. As
variaveis medidas em linha como pH, agitacdo, velocidade de consumo de O,, evolugao
de CO,, consumo total de O,, CO; total produzido e consumo de amdnia foram usadas
como entradas. O nimero de neurdnios na camada oculta e diferentes funcdes de
ativagdo (tangente hiperbolica, sigmoidal e sigmoidal bipolar) foram testadas de modo a
ser obter o melhor desempenho. A tangente hiperbolica foi escolhida como melhor
funcdo de ativagdo e para cada enzima foi escolhida uma topologia de rede que melhor

estimou a atividade enzimatica: lipase (4-7-1) e glucoamilase (4-10-6).
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Acuina et al., 1998, utilizaram redes neurais para elaborar modelos estaticos e
dinamicos para estimagao "on-line" da concentragdo de biomassa durante ensaio com
culturas batelada de Streptococcus salivarius ssp. thermophilus 404 e Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus 398, conduzidas com controle de temperatura e pH. Redes
neurais recorrentes foram usadas para modelar as fermentacdes. Os modelos dinamicos,
quando agindo como estimadores, ofereceram respostas mais estaveis que as de
modelos estaticos.

Hussain, 1999, apresentou uma extensa revisdo das aplicagdes de redes neurais
em controle de processos quimicos tanto em simulagdes como em inferéncia em linha.
Segundo o autor, embora apresentem uma ampla gama de aplicagdo, redes neurais so
tiveram seu uso difundido para controle de processos recentemente. Este trabalho cita
seu uso nas trés maiores categorias de controle: controle preditivo, controle baseado em
modelo inverso e controle adaptativo. Em geral, o controle preditivo tem a vantagem de
ser estavel, com acdes de controle menos bruscas, mas com maior tempo
computacional. Técnicas de controle baseado no modelo inverso tém a vantagem da
rapida implementacdo mas requerem acdes de controle mais bruscas, o que leva a
problemas de instabilidade. As técnicas de controle adaptativo sdo apropriadas para
modelos com variagdes de parametros mas esta estratégia também estd propensa a
problemas de instabilidade, especialmente em sistemas ndo lineares. Esta revisdo
revelou uma grande perspectiva de aplicagao de redes neurais em controle de processos,
além do uso de redes neurais multicamadas com fun¢do de ativacdo sigmoidal ou
hiperbolica como as mais populares.

Uma boa discussdo do uso de redes neurais como sensores virtuais em processos
de producdo de enzimas foi realizada por Linko ef al., 1999. Vérios fatores que podem
afetar o desempenho de uma rede neural foram abordados neste artigo, como sua
arquitetura, topologia e funcao de ativacao, além da selecdo das variaveis de entrada no
treinamento e valida¢do. Foram tratados com exemplos de aplicagdo em processos a
producdo de a-amilase, 3-galactosidase, gluco-amilase, lipase e xilase.

Além do uso de redes neurais como caixa-preta, onde o processo ¢ representado
somente com base em observacdes das entradas e saidas do sistema, estas tém sido
bastante utilizadas juntamente com modelos matematicos mecanisticos do processo,

num enfoque conhecido como caixa-cinza.
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Psichogios e Ungar, 1992, apresentaram uma rede neural hibrida e a usaram na
modelagem de um biorreator batelada alimentada. O modelo neural hibrido combinava
equagdes de balanco, que incorporam um certo conhecimento do processo modelado,
com uma rede neural que serve com estimador dos parametros nao medidos do
processo. A avaliacao da rede neural hibrida ¢ feita através da comparagdo com uma
rede padrdo e com outros algoritmos estimadores, como o filtro de Kalman estendido e
a programa¢do ndo linear. Uma representacdo esquemadtica da rede neural hibrida
utilizada pode ser vista na Figura 2.9. A rede recebe como entrada as variaveis do
processo e fornece um valor do parametro estimado, neste caso, a velocidade de
crescimento celular. A saida da rede serve como entrada para as equagdes de balango, as
quais produzem como saida as varidveis do processo no proximo instante. A
combinagdo dos dois blocos produz a rede neural hibrida completa do sistema
bioquimico.

Van Can et al., 1997, utilizaram modelo de rede neural caixa-cinza na
modelagem da conversdo enzimadtica (hidrolise) da penicilina G (PenG) a é4cido 6-
aminopenicilanico (6-APA) e 4cido fenilacético (AFA) por penicilina acilase. Os
autores apresentaram trés diferentes estratégias, que se diferenciam pela quantidade de
conhecimento usada no desenvolvimento do modelo: caixa-branca, caixa-preta e caixa-
cinza. Na estratégia de modelagem caixa-branca o desenvolvimento do modelo ¢
principalmente dirigido pelo conhecimento dos mecanismos relevantes, os chamados
balancos macroscopicos ou equagdes de balanco. Na estratégia de modelagem caixa-
preta o desenvolvimento do modelo ¢ dirigido principalmente pelos dados medidos a
partir do sistema real que esta sendo modelado. E finalmente a estratégia de modelagem
caixa-cinza pode ser definida como a combina¢do das duas estratégias anteriores, que
leva o modelo a boas propriedades de interpolacdo e extrapolacdo. O desenho
esquematico das trés estratégias pode ser visto na Figura 2.11. Os resultados mostraram

que a estratégia caixa-cinza teve o melhor desempenho global.
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Figura 2.11: Desenho esquematico das trés diferentes estratégias na hidrélise da PenG.
(a) caixa-branca, (b) caixa-preta e (c) caixa-cinza (Van Can et al., 1997).

Shene et al., 1999, utilizaram os dois enfoques de redes neurais para predizer
variaveis de estado, tais como concentra¢des de biomassa, substrato e etanol num
processo em batelada alimentada usando Zymomonas mobilis CP4, em diferentes
condi¢des de composi¢do de meio e temperatura. A primeira estratégia testada foi uma
rede “feedforward” caixa-preta e a segunda um modelo hibrido, com uma rede que
estimava as velocidades usadas no modelo mecanistico. A Figura 2.12 mostra as duas
redes utilizadas. Bons resultados foram obtidos em ambos os casos, mostrando que as
redes neurais artificiais podem ser estimadores eficientes para fermentagcdes em batelada
alimentada. Esta boa capacidade de predicdo pode inclusive servir como base para

tomadas de decisdo, como por exemplo o momento de parada da fermentagao.
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Figura 2.12: (a) Rede neural caixa preta e (b) modelo hibrido para estimar as variaveis
de estado da fermentagdo de Zymomonas mobilis CP4, dados o tempo presente e as
condi¢des operacionais do processo (adaptado de Shene et al., 1999).

Chen et al., 2000, também utilizaram redes neurais com enfoque hibrido,
combinando rede neural que obtinha as velocidades de reagdo com equagdes de balanco
de massa global. Fun¢do de base radial foi a escolha para a func¢do de transferéncia. As
redes foram usadas como modelos ndo lineares caixa preta para representacdo das
velocidades de reagao.

Redes neurais também podem ser utilizadas para controle de bioprocessos.
Patnaik, 1999, utilizou controle neural em biorreator batelada alimentada na produ¢do
de B-galactosidase por uma linhagem recombinante de Escherichia coli. A maioria das
aplicacdes utilizando redes neurais para controle ¢ dirigida a pequenos reatores, onde
problemas com agitacdo e perturbagdes sdo muitas vezes despreziveis. Sendo assim,
para simular uma situacdo industrial, foram adicionados ruidos aos dados gerados pelo
modelo deterministico. Para mostrar a eficacia do controlador, este foi comparado a
controlador PID, que se mostrou inferior para esta aplicagao.

Virias outras aplicagdes de redes neurais em bioprocessos sdo reportadas na
literatura; entre elas pode-se citar: a utilizacdo para detec¢do de falhas (Shimizu et al.,
1998) e o seu uso em otimizagdo de biorreatores (Lednicky e Mészaros, 1998;

Chaudhuri e Modak, 1998).
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2.5 Monitoracio e Controle de Bioprocessos

O aumento da competi¢ao global tem exercido considerdvel pressdo no sentido
de se operar com as plantas existentes de forma mais eficiente. Em paralelo, cresce a
importancia de instalagdes multiproposito de maior flexibilidade. Essas estratégias so
podem realizar-se com apoio intensivo de recursos computacionais que permitem
melhor monitoragdo e controle do processo e conseqiientemente, operagdo mais
eficiente dessas plantas (Seborg ef al., 1989).

Em relag@o aos processos biotecnoldgicos, a pressdo econdmica para melhorar
rendimentos, aumentar produtividade e aprimorar o controle de qualidade dos produtos
fez com que esses processos fossem pouco a pouco automatizados. Dessa forma, os
sistemas de monitoracdo, além de gerarem os tradicionais bancos de dados contendo
informagdes do processo, realizam também tarefas de identificagdo em linha e controle
adaptativo, otimizando o processo fermentativo.

Segundo Soroush, 1998, ha diversos processos onde muitas variaveis essenciais,
que especificam a qualidade do produto, ndo podem ser medidas ou suas medidas
apresentam consideravel atraso devido a natureza dos sensores. Embora enfocando
reatores de polimerizacdo, as observagdes desse autor se aplicam perfeitamente aos
reatores bioquimicos. Em ambos os casos, aplicacdes de técnicas de estimagao de estado
e parametro sdo essenciais. Embora a qualidade dos produtos ndo possa ser medida
facilmente, esta pode ser estimada em tempo real a partir de medidas disponiveis. Sendo
assim, ha atualmente consideravel esfor¢o de pesquisa em duas dire¢des: o
desenvolvimento de novos sensores € o desenvolvimento de estimadores de estado que
sejam capazes de inferir as varidveis ndo medidas (Parsons, 1987, apud Meleiro, 1998;
Konstantinov, 1996).

Viérios estimadores tém sido estudados para processos quimicos de maneira
geral. Entre estes, estdo estimadores baseados em modelos do processo, que devem
fornecer uma estimativa segura das varidveis desconhecidas mesmo na presenga de
erros no modelo e de perturbagdes ndo medidas. O filtro de Kalman ¢ uma técnica de
estimacdo de estado, em que inferéncias sdo obtidas pelo balanceamento das
contribuicdes de um modelo deterministico do processo dindmico com os dados

mensurados. Se o processo € o modelo medido sdo perfeitos, entdo as duas fontes de
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informagdo serao consistentes e ambas individualmente levardo ao mesmo estado
estimado (Grewal e Andrews, 1993).

Em reatores batelada alguns pardmetros do modelo sdo freqlientemente
desconhecidos e variantes no tempo devido a mudang¢as na concentragdo, temperatura,
viscosidade, etc. Portanto torna-se necessario estima-los junto com as varidveis de
estado do reator. Bonvin et al., 1989 e Valliere e Bonvin, 1989, aplicaram o filtro de
Kalman estendido na investigacdo experimental dos efeitos térmicos em um reator de
bancada, tratando de varios aspectos da modelagem do reator do ponto de vista
experimental e tedrico. No primeiro artigo os autores apresentaram o desenvolvimento
do modelo, as andlises dindmicas e a validagao do modelo para estimagao em linha dos
estados e parametros do reator. No segundo apresentaram as equacdes para a
implementagdo do filtro de Kalman e a aplicabilidade deste como estimador em
processos batelada.

Técnicas de estimacdo baseadas em modelos, quando aplicadas em escala
industrial, apresentam muitas dificuldades que ndo sdo observadas em estudos de
simulagdo apenas. Wilson et al., 1998, avaliaram vantagens e deficiéncias do uso do
filtro de Kalman estendido como estimador em um reator batelada industrial. Suas
conclusdes servem como recomendacoes ¢ alerta para aplicagdes industriais futuras.

Soroush, 1998, apresentou uma revisdo de diversos métodos atuais de estimagao
de estado e parametros e suas aplicacdes em controle inferencial e controle adaptativo.
Apresentou os limites e possibilidades de cada método, tanto lineares como ndo
lineares, entre eles, filtro de Kalman e observadores de Luenberger. Trabalhos
utilizando filtro de Kalman estendido adaptativo (Lee et al.,1991) e observador de
Luenberger estendido adaptativo (Shimizu et al., 1988) também sdo encontrados na
literatura.

O uso de computadores para controle de processos fermentativos tem aumentado
de maneira significativa nas ultimas décadas: o advento de microprocessadores velozes
e de baixo custo tem causado um enorme impacto nas aplicacdes em tempo real em
biorreatores. Trabalhos integrados entre microbiologistas, bioquimicos, técnicos de
bioprocessamento, engenheiros de controle, engenheiros quimicos € matematicos vém

permitindo viabilizar a implementagdo, em processos reais, de algoritmos modernos
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para identificagcdo de tendéncias, inferéncia de variaveis (“soft sensors”), estimativas de
parametros e controle dos processos bioldgicos.

Além do rapido desenvolvimento na drea de controle de processos, o0s
computadores t€m sido Uteis na modelagem dos processos de fermentacdo visando a
otimizagdo do processo, diminuicdo de custos com matéria prima ¢ do tempo de
producao.

Mesmo assim, a industria de fermentacdo apresentou um certo atraso na
implementagdo de tecnologia de controle e otimizagdo, com relagdo aos outros
processos industriais, por inumeras razdes (Lim e Lee, 1991). Processos fermentativos
sao muito mais dificeis de entender pois envolvem um grande numero de reacdes
bioquimicas complexas e processos de transporte, apresentando assim uma dindmica
altamente ndo linear. A falta de medidas confidveis em linha de varidveis de processo e
a dificuldade de se definir relagdes quantitativas entre crescimento microbiano e
producdo, fazem com que informagdes cruciais nao possam ser obtidas através de
mensuragdo em tempo real.

As variaveis fisicas mais importantes, que influenciam na fun¢do celular e no
custo operacional de bioprocessos, sdo: temperatura, pH, pressao, agitagdo, viscosidade
do caldo, vazdes de gases e liquidos e conteidos em massa e volume do reator
(Schiigerl, 1991). Para algumas dessas varidveis, infelizmente ndo se dispdem de
instrumentos de medida eficazes para monitoramento continuo durante o processo de
fermentagao.

Segundo Lim e Lee, 1991, para melhor controle e otimizacdo de processos
fermentativos seria necessdrio medir em linha um nimero de parametros fisioldgicos
chave. Medidas em tempo real de alguns desses parametros sdo muito dificeis. Embora
exista um esfor¢o para desenvolver tais sensores, a disponibilidade e a confiabilidade
dos instrumentos ainda sdo muito limitadas, pois alguns apresentam problemas de
convergéncia e lentiddo de resposta. Sendo assim, ha a necessidade de se estimar esses
parametros a partir de varidveis mensuraveis. Por exemplo, a concentragdo celular ¢
uma das variaveis fundamentais num processo de fermentagdo e simultaneamente uma
das mais dificeis de medir. Sem a monitoracdo desta nao ¢ possivel obter varidveis
derivadas como a velocidade especifica de crescimento, nem estabelecer relagdes entre

parametros caracteristicos da atividade metabolica da cultura. Nesse caso, a
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implementagdo de algoritmos eficientes de inferéncia € essencial para o controle e/ou
otimizacao baseados em computador.

Sensores baseados em "software" sdo alternativa viavel neste caso. Baseiam-se
em algoritmos para estimativa "on-line" de varidveis do sistema bioquimico, que
partindo de variaveis disponiveis em linha, denominadas varidveis secundarias do
processo (como a concentragdo dos gases na saida do sistema, o pH, a concentracao de
oxigénio dissolvido no meio), estimam as varidveis primdarias (como concentragdo
celular, por exemplo). Um "software sensor" ¢ descrito por Farza et al., 1999, como a

associagdo entre um sensor ("hardware") e um estimador ("software").

2.5.1 Técnicas de Inferéncia em Bioprocessos

O reconhecimento da necessidade de medidas em linha tem estimulado o
desenvolvimento de novos sensores para variaveis de interesse na operacao de reatores
bioquimicos. Como foi dito anteriormente, a maioria destes sensores apresentam
problemas de convergéncia e resposta lenta, além de alguns deles ndo estarem
comercialmente disponiveis. Sendo assim, segundo Stephanopoulos e San, 1984, a
maioria dos estudos de estimativa em linha sdo baseados nas medidas das concentragdes
de oxigénio (O,) e dioxido de carbono (CO,) nos gases de saida, pois seus respectivos
sensores, analisadores infra-vermelho e analisadores paramagnéticos, estdo
comercialmente disponiveis, além de apresentarem rapida resposta e alta confiabilidade.
Portanto, estes instrumentos de medidas tém se tornado parte integrante na
instrumentagdo dos biorreatores. Nesses processos, o estado do sistema ndo pode ser
medido, mas este € observavel através de medida das variaveis secundarias.

As medidas de concentragcdo de O, e CO; nos gases de saida podem ser usadas em
conjunto com modelos matematicos do processo para deduzir os valores das varidveis e
parametros ndo medidos. Balangos dos elementos C, H, N, O e outros, podem também
ser usados em conjunto com as medidas dos gases de saida para estimar algumas
quantidades ndo diretamente medidas, tais como concentra¢do de biomassa e produto.
Medidas de vazdo dos gases de entrada e saida e respectivas composi¢cdes podem ser
usadas para calcular por exemplo, o coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio (kra). O fato ¢ que uma grande quantidade de informagdes adicionais pode ser

obtida a partir das medidas disponiveis.
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As ferramentas computacionais hoje disponiveis sdo também aplicadas como
suporte para a validagdo e ajuste paramétrico de modelos (estruturados ou nao) do
processo fermentativo. Coeficientes de transporte de massa e constantes cinéticas sdo
estimados desta forma, permitindo aprofundar o conhecimento dos fendmenos
bioquimicos, e fisico-quimicos que ocorrem durante a fermentagao.

Devido a alta nao linearidade da dinamica dos bioprocessos, modelos de
aproximacao linear ndo sdo indicados para descrevé-los. Portanto, os estimadores de
bioprocessos tém que utilizar técnicas de estimativa ndo linear, baseadas ou ndo em
modelos, como por exemplo: filtro de Kalman estendido e redes neurais artificiais.

Dentre as diversas estratégias usadas para identificacdo e inferéncia do estado de
reatores quimicos e bioquimicos, destaca-se a classica estratégia do filtro de Kalman,
que ¢ uma técnica baseada em modelos de processo num enfoque conhecido como caixa
branca.

San e Stephanopoulos, 1984, apresentaram resultados numéricos e experimentais
da metodologia generalizada de estimacdo de estado apresentada no primeiro artigo da
série (vide Stephanopoulos e San, 1984). A técnica utilizada foi o filtro de Kalman, que
foi escolhida entre outros estimadores na etapa de simulagdo, por apresentar rapida
deteccdo nas variagdes dos parametros, rapida convergéncia e concordancia entre os
valores estimados e os valores reais. Segundo os autores, a principal caracteristica de
um bom estimador ¢ a sua habilidade de detectar mudancas ou varia¢des nos valores de
importantes parametros de cultura, uma vez que estas podem ocorrer durante o curso de
uma fermentacdao. A metodologia foi empregada na estimagdo de variaveis de estado e
parametros na fermentacdo da S. cerevisiae para produgdo de etanol, apresentando bons
resultados.

Os resultados da inferéncia estdo sempre sujeitos aos erros de predi¢ao do
modelo — que nunca seré intrinsecamente correto. Para diminuir esse efeito, ¢ possivel
projetar estimadores adaptativos, que estimem simultaneamente o estado e alguns
parametros do processo. Ramirez, 1987, apresentou a simulagdo de um processo
especifico, a fermentagdo de cerveja, que requer a identificagdao simultdnea de estado e
parametros. Um filtro de Kalman foi empregado na identificagdo de parametros e de
estado. O algoritmo combinado mostrou ser capaz de estimar corretamente o estado do

processo, mesmo quando parametros do modelo sdo incertos.
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2.5.2 Modelagem, Simulacio e Controle de Processos Fermentativos no
DEQ/UFSCar

A érea de pesquisa de Simulacdo e Controle de Processos do DEQ/UFSCar, em
colaboragdo com a area de pesquisa em Engenharia Bioquimica, tem desenvolvido
trabalhos que tratam de modelagem do cultivo de microrganismos em biorreatores
(Cruz et al., 1995; Cruz et al, 1998).

Cruz, 1996, em seu trabalho de mestrado, desenvolveu um modelo matematico
ndo estruturado para descrever o bioprocesso de producdo da penicilina G pelo
microrganismo Penicillium chrysogenum IFO 8644, em reator convencional operado no
modo batelada alimentada. Neste mesmo trabalho, utilizaram-se redes neurais para a
simulagdo deste bioprocesso. Trés técnicas de treinamento foram estudadas:
Retropropagacdo, Busca Direta Aleatéria e uma terceira que associava as duas
abordagens. A base de dados foi construida com o auxilio do modelo fenomenologico.
As simulacdes realizadas mostraram excelente ajuste dos dados em situagdes de
interpolacdo, mesmo na presenca de ruidos aleatorios simulados nas varidveis de
operacao.

Em seu trabalho de doutoramento Cruz, 2000, instalou nos laboratérios sistema
de aquisicao de dados e controle via controlador l6gico programavel para a produgdo do
antibiotico B-lactamico cefalosporina C por fungo filamentoso Cephalosporium
acremonium, num biorreator Bioflo II-C, New Brunswick. Este sistema permite
monitorar em tempo real varidveis como temperatura, pH, vazao de aeragdo, velocidade
e torque de agitacdo, oxigénio dissolvido, fracdo molar de O, e CO; nos gases de
escape, azoes de gases, de adicdo de base/dcido para controle de pH e de meio
suplementar, em processo tipo batelada alimentada.

Meleiro, 1998, estabeleceu uma metodologia para tratamento e andlise de sinais
no processo de producdo de cefalosporina C, utilizando o sistema de aquisicdo de dados
citado acima. A metodologia empregada para tratar e extrair tendéncias dos sinais do
processo foi baseada na analise de sinais em multiplas escalas utilizando "wavelets".
Para tal, utilizou-se o aplicativo correspondente do "software" MATLAB 5.0.

Sousa Jr., 1999, implementou sistema de controle nebuloso (“fuzzy”) para a
determinagdo do momento em que deveria ser iniciada a adi¢do de sacarose ao sistema

fermentativo de producdao de cefalosporina C em regime batelada alimentada. O
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programa foi desenvolvido em linguagem C. Foram realizados trés experimentos,
monitorados em tempo real. Os dados coletados durante os dois primeiros ensaios, além
dos ja disponiveis, permitiram estabelecer as fun¢des de pertinéncia e a base de regras
do controlador. O terceiro experimento, por sua vez, foi realizado com o objetivo de se
testar desempenho e robustez do algoritmo e eventualmente permitir melhor ajuste dos
parametros do sistema. Os resultados indicaram que o algoritmo foi robusto nas

condicdes testadas, possibilitando uma atuacdo segura e automatica.

2.6 Cinética de Processos Fermentativos

Microrganismos sdo sistemas complexos, que podem adaptar seu metabolismo a
um grande numero de condigdes ambientais (fisicas, quimicas e nutricionais) e
consequentemente mostram varios comportamentos. Sendo assim, o crescimento
microbiano pode ser visto a partir de varias perspectivas e com variado grau de
complexidade, dependo da distingdo entre células individuais dentro do reator ou do
exame das reacdes metabolicas individuais ocorrendo dentro da célula (Blanch e Clark,
1997). Cada microrganismo tem necessidades nutricionais especificas. Em todas as
culturas microbianas ¢ preciso que o meio de cultura contenha agua, fontes de energia,
carbono, nitrogénio, sais minerais, vitaminas e oxigénio (no caso de fermentagao
aerdbia). Esses requisitos sdo essenciais para que as células sintetizem todos os
componentes necessarios a manuten¢do e divisdo celular. O estudo cinético de um
processo fermentativo consiste inicialmente na analise da evolucdo dos valores das
concentragdes de um ou mais componentes do sistema de cultivo, em fun¢do do tempo
de fermentacdo. Esses componentes sdo: 0 microrganismo, os produtos do metabolismo

e os nutrientes ou substratos que compdem o meio de cultura (Hiss, 2001).

2.6.1 Fases do Crescimento Microbiano em Culturas em Batelada

Em um processo batelada tipico, quando as células sdo inoculadas no reator
contendo meio de cultura fresco, os microrganismos consomem o0s nutrientes
dissolvidos no meio e os convertem em biomassa. Tanto na natureza como em
laboratdrios, o crescimento de populacdes microbianas se torna limitado, seja pela
exaustdo de nutrientes disponiveis, seja pelo acimulo de substincias toxicas. Como

essas mudancas no ambiente decorrem do crescimento do proprio microrganismo, o
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desenvolvimento deles ¢ auto-limitado, ou seja, as culturas crescem exponencialmente
por um curto periodo de tempo até que o crescimento cessa seguido da morte da
populagdo microbiana. Quando esse processo ¢ monitorado, diversas fases de
crescimento podem ser observadas. A Figura 2.13 mostra estas etapas de crescimento

das culturas batelada.

Fasze de declinio Fase N
do crescimento / estacicnana

Faze de morte
cehilar

AN

Faze exponencial

Log (mimero de células) ——»

™. Fase "lag"

Tempo —

Figura 2.13: Curva de crescimento tipico para cultivo de células em batelada (adaptado
de Blanch e Clark, 1997).

Ap0s a inoculagdo, ha um periodo no qual pouco ou nenhum crescimento ocorre.
Este ¢ considerado como uma fase de adaptagdo (fase “lag”). Nesta fase a biomassa
inoculada dentro do biorreator se adapta a novas condi¢des quimicas e fisicas,
reorganizando seus constituintes moleculares quando ¢ transferida para um novo meio.
Quando a quantidade de indculo ¢ pequena ou contém poucas c€lulas que sao viaveis,
pode ocorrer uma pseudo-fase “lag” que nao ¢ devida a adaptacdo mas sim resultado da
pequena quantidade de indculo ou das precarias condigdes deste (Shuler e Kargi, 1992).
A fase de adaptacdo pode resultar de diversos fatores. Se o indculo cresce em um meio
contendo uma fonte de carbono diferente da anterior, novas enzimas podem ser
induzidas para o catabolismo do novo substrato, contribuindo assim para uma maior
duracdo da fase “lag”. Baixas concentracdes de alguns nutrientes e de fatores de
crescimento também contribuem para a ocorréncia desta fase. A idade do inoculo tem
um forte efeito na duracdo da fase “lag”, que tende a aumentar com o aumento dessa

idade. Em alguns casos ha uma idade 6tima, que resulta numa fase “lag” minima.
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Multiplas fases “lag” podem ser observadas quando as células sao inoculadas num meio
com varias fontes de carbono. Este fenomeno é conhecido como efeito diauxico, onde
as células preferencialmente utilizam a fonte de carbono mais facilmente assimilével
para entdo adaptar o seu metabolismo para utilizar a segunda fonte. Isto ocorre devido a
repressao catabodlica das enzimas necessarias para o metabolismo do segundo substrato.
No fim da fase “lag” a populacdo de microrganismos estd bem adaptada ao novo
ambiente. Depois deste periodo de adaptagdo, as células podem se multiplicar
rapidamente e a massa celular aumentar exponencialmente com o tempo sem nenhum
indicio de inibigdo. Esta fase ¢ chamada de fase de crescimento exponencial. Este é um
periodo de crescimento balanceado, no qual todos os componentes de uma célula
crescem com a mesma taxa, ou seja, a composicdo média de uma célula simples
permanece aproximadamente constante. Assim permite-se concluir que a velocidade de
crescimento ¢ proporcional a concentragdo celular X. A fase exponencial pode ser

escrita pela equacao de primeira ordem:

170, 4 1 dX

£ - ou — 2.8

a M xa ” (2-8)
com X=Xo a = lag,

que descreve o aumento do numero de células neste periodo, e onde u ¢ a velocidade de
crescimento especifico das células. Integrando a equagdo (2.8), tem-se:
X (=114
lnyzu(t—t,ag) ou X =X e (2.9)
0

onde 7 > fiq.

Juntamente com a velocidade especifica pu, a fase exponencial também ¢&
caracterizada pelo tempo de geragdao 7;, que € o intervalo de tempo necessario para a
massa celular dobrar:
_n2

7,

7, (2.10)

Seguindo a fase de crescimento exponencial tem-se a fase de declinio, onde ha a

diminui¢ao de um ou mais nutrientes essenciais (fonte de carbono ou nitrogénio) ou o
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acumulo de algum produto toxico do metabolismo ou inibidor. Para uma cultura tipica
de bactéria, esta fase ocorre num periodo muito curto de tempo, caracterizando um
crescimento desbalanceado.

A fase estacionaria ¢ aquela fase onde a taxa de crescimento ¢ zero (sem divisao
celular) ou a velocidade de crescimento ¢ igual a velocidade de morte. Mesmo com taxa
de crescimento igual a zero durante esta fase, as células ainda estdo metabolicamente
ativas e metabolitos secundarios (ndo associados ao crescimento) sdo produzidos. Na
maioria dos casos, a cultura permanece na fase estaciondria durante horas, ou mesmo
dias, antes que a morte das células se torne perceptivel.

Finalmente a fase de morte, onde ndo ha mais crescimento e ocorre a lise celular
com uma redugdo significativa das células vidveis. Algumas células morrem durante a
fase estaciondria e uma clara demarcacgdo entre essas duas fases nem sempre € possivel.
A velocidade de morte geralmente segue uma cinética de primeira ordem:

‘;_X:_K;,X ou X=X e 2.11)
t

onde X ¢ a concentragdo das células no fim da fase estacionaria e K, é a constante

cinética de morte, de primeira ordem.

2.6.2 Os Fatores de Conversiao: Rendimentos em Biomassa e Produto

O crescimento celular e a formagao de produto sdo resultantes da bioconversao,
pelos microrganismos, dos nutrientes presentes no meio de fermentacdo. Em um
determinado tempo ¢ de fermentagdo, os correspondentes valores de X, S e P podem ser
relacionados pelos fatores de conversdo (ou pseudo-estequiométricos) globais,

expressos matematicamente por:

X-X

Yys= s, _SO (2.12)
X-X

Yy/p :TPOO (2.13)
P-P

Yy S, _50, (2.14)
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2.6.3 Influéncia das Condicoes Ambientais no Crescimento Microbiano

O crescimento microbiano e a formagao de produto sdo resultantes da atividade
fisiolégica dos microrganismos e sdo fortemente influenciados pelas condi¢des
ambientais, tais como, temperatura, pH e concentragdo de oxigénio dissolvido (Shuler e
Kargi, 1992). Por isso a importancia do monitoramento em linha dessas varidveis
através de sistemas de aquisi¢ao de dados.

Temperatura ¢ uma importante varidvel, que pode afetar o desempenho das
células. De acordo com sua temperatura Otima os microrganismos podem ser
classificados em trés grupos: psicrofilos (Top< 20°C), meséfilos (Top: entre 20° e 50°C) e
termofilos (Topt > 50°C). Conforme a temperatura vai aumentando em dire¢do a
temperatura de crescimento 6tima, a velocidade de crescimento dobra aproximadamente
para cada 10°C. Porém, acima da temperatura Otima, a velocidade de crescimento
diminui e morte térmica pode ocorrer. A temperatura pode afetar também a formacao de
produtos e o coeficiente de rendimento.

A concentragdo de ions hidrogénio (pH) afeta as atividades das enzimas e
portanto a velocidade de crescimento microbiano. O seu valor pode afetar o
crescimento, a formacao do produto de interesse, o metabolismo de varios nutrientes e
algumas atividades fisioldgicas celulares. O pH 6timo para crescimento necessariamente
ndo ¢ o mesmo de formagdo de produtos. Diferentes microrganismos apresentam
diferentes faixas de pH; por exemplo, para a maioria das bactérias a faixa de pH 6tima ¢
de 3 a 8. Muitos microrganismos tém mecanismos para manter o pH intracelular
relativamente constante na presenga de flutuagdes do meio. O pH do meio de
fermentagdo, durante o desenvolvimento do microrganismo, depende dos constituintes
do meio de cultura e do proprio microrganismo. Pode variar por causa da produgdao ou
consumo de acidos ou bases organicos. A evolucao do CO, dissolvido pode alterar
significativamente o pH em alguns sistemas, por isso seu controle por meio de tampao
ou de um sistema de controle ativo sdo de extrema importancia.

Microrganismos aerobios sdo dependentes do mecanismo da respiracdo para a
geracao de energia, por isso necessitam de oxigénio molecular como receptor de
hidrogénio e elétrons. Devido a baixa solubilidade do oxigénio na dgua, ¢ essencial a
transferéncia continua deste para o meio liquido de crescimento. Essa transferéncia se

da pela aera¢do do meio de cultura. Oxigénio dissolvido € um importante substrato em
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fermentagdes aerdbias e pode também ser um substrato limitante. O estudo desta
variavel ¢ de suma importancia para que se tenha uma boa produtividade e deve ser
considerada como um reagente indispensavel, semelhante a outros presentes no meio
reacional. A altas concentracdes celulares, a velocidade de consumo de oxigénio pode
exceder a velocidade de fornecimento, levando a limitagdes deste. Quando o oxigénio ¢
a variavel limitante, a velocidade de crescimento especifico varia com sua concentragao.
Abaixo de uma concentracdo critica, a velocidade de crescimento ¢ dependente da

concentragdo de oxigénio dissolvido (Stanbury ef al., 1999).

2.6.4 Modos de Operacao de Processos de Fermentacgao

Na proposicao de um modelo matemdtico deve-se considerar ainda o modo de
operacdo do processo fermentativo. Cultivos em batelada, continuo e em batelada
alimentada sdo os modos de operacdo mais utilizados em processos de producao de uma
grande variedade de metabolitos (Modak e Lim, 1992).

A operagdo em batelada ¢ amplamente usada em cultivos comerciais. Em um
processo em batelada convencional, todos os nutrientes, exceto o oxigénio molecular,
sdo adicionados ao meio antes do inicio do processo ¢ o(s) produto(s) final (is) sdo
removidos somente no fim do cultivo. No inicio do processo em batelada os nutrientes
sdo carregados e o biorreator ¢ inoculado com certa quantidade de biomassa viavel. A
biomassa cresce exponencialmente, até que o substrato limitante seja praticamente
esgotado. Ha uma variacdo continua das concentracdes de nutrientes e produtos, que
dependem das concentragdes iniciais € de outros parametros, tais como temperatura, pH,
etc.

Em um processo continuo todos os nutrientes sdo continuamente adicionados ao
biorreator e com a mesma vazao, fragdes do meio sdo removidas com a finalidade de se
manter o volume do meio constante. A fermentacdo continua ¢ uma modalidade de
fermentagdo submersa na qual ¢ possivel manter uma populacdo microbiana num estado
fisiologico definido (Bailey e Ollis, 1986). Partindo-se de uma cultura em batelada até
que seja atingida a fase de crescimento exponencial, inicia-se a adi¢ao continua de meio
de cultivo fresco, com retirada simultdnea de meio e biomassa. O biorretor continuo €

também denominado quimostato.
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No processo em batelada alimentada um ou mais nutrientes sdo adicionados
durante o cultivo e os produtos ai permanecem até o término da fermentagao. O éxito na
utilizacdo de processos em batelada alimentada se deu principalmente pelo melhor
controle do processo e mais eficiente utilizacdo dos componentes do meio (Whitaker,
1980). Nos casos em que mudangas nas concentragdes de nutriente(s) afetam o produto
ou a produtividade do metabolito desejado, a batelada alimentada mostrou-se superior a
batelada convencional (Yamane e Shimizu, 1984). Varios objetivos justificam empregar
processos em batelada alimentada, a saber (Yamane e Shimizu, 1984; Schmidell et al.,
2001): (1) minimizagdo dos efeitos do controle do metabolismo celular, como repressao
catabolica, quando glicose ou outras fontes de carbono rapidamente metabolizaveis
reprimem a expressao de genes que codificam enzimas relacionadas ao metabolismo de
outras fontes de carbono; (2) prevengdo da inibi¢do por substratos ou precursores;
qualquer fonte de nutriente pode se tornar inibitéria, dependendo da concentragdo do
meio, do microrganismo e das condi¢gdes de fermentacao; (3) minimizagdo da formacao
de produtos toxicos de metabolismo; a producdo destes produtos € particularmente
critica em processos de alta densidade celular. Processos em batelada alimentada tém
sido utilizados na producao de uma ampla variedade de produtos, com a perspectiva de
se aumentar produtividades. Entre eles estdo antibidticos, vitaminas, aminoacidos,

enzimas € outros.

2.6.5 Modelos cinéticos de bioprocessos

De um modo geral a escolha do modelo cinético do processo depende do nivel
de complexidade com que se deseja caracterizar a populagdo de células do sistema e
deve atender a pelo menos um dos seguintes requisitos: discriminar possiveis
mecanismos de controle do metabolismo celular; auxiliar no projeto do biorreator ¢ na
otimizacdo das condi¢gdes de operagdo; ou permitir um posterior desenvolvimento de
técnicas de controle do processo (Aratjo, 1996). Ao se propor um modelo de
fermentagdo, pretende-se descrever o processo de crescimento do microrganismo, a
sintese de determinado produto e se possivel, prever os efeitos observados ao se variar
composi¢do do meio e condigdes operacionais do cultivo. Para isso, o modelo
estabelecera relagoes de causa e efeito entre as variaveis, tais como concentragoes de

substratos, biomassa e produto.



50

Uma descri¢ao completa da cinética de crescimento de uma cultura envolve o
reconhecimento da natureza estruturada de cada célula e a segregacdo da cultura em
células individuais que podem diferir uma da outra. Modelos de crescimento
microbiano podem ter estes mesmos atributos. Quando a populagdo ¢ segregada em
células individuais que sdo diferentes uma das outras em termos de algumas
caracteristicas, o modelo ¢ denominado segregado. Este modelo ¢ matematicamente
complexo. Por outro lado, no modelo ndo segregado a populacdo celular é representada
por suas propriedades médias e pode ser descrito por uma variavel somente (Bailey e
Ollis, 1986; Blanch e Clark, 1997). Modelos nao segregados tém a vantagem de serem
matematicamente simples.

Quando se consideram os detalhes das reagdes ocorrendo dentro de uma célula
tem-se o conceito de estrutura. Modelos estruturados consideram reagdes individuais ou
grupos de reagdes ocorrendo dentro da célula. Esses modelos, ao nivel de componentes
moleculares ¢ macromoleculares, que levam em conta mecanismos metabolicos de
sintese de proteinas, enzimas e outros bioprodutos, sdo mais dificeis de se aplicar,
principalmente em fun¢do da dificuldade de mensurar metabdlitos intracelulares. A
biomassa ¢ subdividida em varios componentes e as reagdes que ocorrem entre estes
componentes sdao descritas, caracterizando representagdes celulares multicomponentes.
Apesar de sua natureza ainda simplificada, modelos estruturados sdo geralmente
baseados em alguns mecanismos celulares bem conhecidos e portanto tém a habilidade
de simular bem certas caracteristicas experimentais.

O modelo ndo estruturado assume fixa a composicao celular. Sendo assim, o
crescimento de biomassa, a formacao de metabolitos e o consumo de substrato sao
descritos em termos de somente uma varidvel celular — e a escolha natural recai na
concentragdo de biomassa, X. Esse modelo considera apenas algumas propriedades das
células, nao levando em conta diferengas individuais, desprezando assim detalhes de sua
estrutura e diferengas biologicas. O desenvolvimento de um modelo ndo estruturado
exige essencialmente a aplicacdo de trés relacdes bésicas ao volume de controle do
fermentador, a saber: (1) os balangos envolvendo massa total, componentes individuais
e, eventualmente, energia; (2) as velocidades de consumo de substrato, formacdo de

produtos e ainda de transferéncia de massa e energia; (3) relacdes termodindmicas e de
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equilibrio. Respostas da cultura frente a rapidas e fortes perturbagdes nao podem ser

descritas satisfatoriamente por este modelo (Nielsen e Villadsen, 1993).

2.6.5.1 Modelos Nao Estruturados

Balangos de massa e energia, além de cinéticas tradicionais de crescimento
celular, de consumo de substratos e formagdo de produtos sdo muito utilizadas em
modelos ndo estruturados. Assim, os parametros sdo representados respectivamente por
coeficientes estequiométricos e/ou rendimentos, constantes de velocidades de consumo
de substratos e/ou formagdo de produtos, constantes de saturagdo, inibi¢do e outras.

Um dos modelos nao estruturados mais simples e mais conhecidos e que inclui o
efeito da concentragdao de nutriente, desenvolvido por Jacques Monod em 1942, foi
baseado nas observagdes do crescimento da E. coli a vérias concentracdes de glicose
(Bailey e Ollis, 1986; Shuler e Kargi, 1992; Blanch e Clark, 1997). Neste modelo
propds-se uma relagdo entre a velocidade especifica de crescimento celular (u) e a
concentracdo de substrato limitante (S). A cinética de crescimento celular de Monod

pode ser expressa pela equacdo (2.15):

u_ S
_ Mo 2.15
H K.+S (2.15)

onde tmax € a velocidade maxima especifica de crescimento celular, S é a concentragdo
de substrato limitante e K; € a constante de saturacao de Monod, que representa o valor
da concentragdo do nutriente limitante para a qual a velocidade especifica de
crescimento ¢ a metade de seu valor maximo. Uma baixa constante de saturacao implica
uma maior duragdo da fase exponencial. A forma da equagdo de Monod ¢ similar a
equagao de cinética enzimatica de Michaelis-Menten.

Para crescimento em batelada a volume constante tem-se, a partir da equacao
(2.8):

dX —_ IumaxSX

el 2.16
d Kg+8§ (2.16)

A altas concentragdes de substrato, ou seja, SS>K; — g =fhmax. A baixas

concentragdes de substrato, ou seja, S<<K; > u= i g

N
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Valores de t4ma.x variam com o tipo de microrganismo e os valores de K;
dependem da natureza do substrato.

Quando se examina bem o complexo sistema bioquimico das células, torna-se
claro que a equacdo de Monod ¢ uma grande simplificacdo. No entanto, ela descreve
muito bem o comportamento da fase exponencial do crescimento de um grande niimero
de microrganismos.

Outras equagdes foram propostas para descrever a relacdo entre a velocidade
especifica de crescimento e a concentracdo do substrato limitante que, para casos

particulares, ajustam-se melhor aos dados experimentais.

— Equagdo de Blackman: u=pu_. ., se S22K;

y7,
=1 g se S<2K 2.17
H=3 K. (2.17)
— Equagcdo de Tessier: p=pu, . (1-e5'%) (2.18)
~ /u S" —n\-l1
— Equacao de Moser: pu=—=—=p_ (1+K;S™") (2.19)
K,+S8"
— Equacao de Contois: _ oS (2.20)
e ' “ K, X+S '

A equacdo de Moser tem trés constantes (Lmax, Ks, 7) € € a mais geral delas,
sendo equivalente a equagdo de Monod para n=1.

A velocidade especifica de crescimento () pode ser inibida pelos constituintes
do meio, tais como substratos e produtos. A inibicdo causada por excesso desses
constituintes pode ser explicada por modificacdes fisico-quimicas e metabdlicas, tais
como forca i6nica, variagdo da pressdo osmotica, reducdo da atividade enzimatica, etc.
Exemplos de inibi¢do pelo substrato e pelo produto sdo representados pelas equacdes de
Moser (2.21) e Jerusalimsky e Neronova (2.22) (Bailey e Ollis, 1986; Schmidell et al, 2001):

S

Iu = Iumax S2 (221)
Ki+S+—
Ki
S K

H= - (2.22)

Ki+SK,+P
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Com relagdo a cinética de formagao de produto, os modelos nao estruturados
mais simples referem-se a processos cujos balangos estequiométricos entre as reagdes
permitem a obtencdo de fatores de rendimento que relacionam a velocidade de produgdo
com a velocidade de consumo de substrato ou crescimento celular (Bailey e Ollis,
1986):

rp ==Yy g0 (2.23)

rp ==Y, .1y (2.24)

Estas equagdes referem-se a processos cuja producdo estd associada ao
crescimento, como na producao de metabdlitos primarios. Para metabolitos secundarios,
um balanco estequiométrico simples resulta em expressdes de velocidade de produto
relacionadas com a concentracdo celular € ndo com a velocidade de crescimento. Um
modelo misto utilizado por diversos pesquisadores para representar a velocidade de
produgdo de varios metabdlitos foi proposto em 1959 por Leudedking e Piret (apud
Bailey e Ollis, 1986):

rp=ary+B.X (2.25)
onde & e f sio os coeficientes dos termos associado e ndo-associado ao crescimento.
Essa equacgdo permite distinguir trés tipos de formagao de produto (Figura 2.14):

1) Cinética associada ao crescimento: a>0 e =0, entdo r, = a7, .
2) Cinética mista: >0 e >0, entdo r, = .1y + f.X .

3) Cinética ndo associada ao crescimento: a=0e¢ >0, entdo r, = f .X .

[X,S,P]
[X,S,P]
[X,S,P]

4
4

»

Tempo de fermentagao Tempo de fermentacgéo Tempo de fermentagao

(0] () 3

Figura 2.14: Perfis de concentracdo do microrganismo (X), do substrato (S) e do
produto (P) para os trés tipos de formacdo do produto. (1) cinética associada ao
crescimento, (2) cinética mista, (3) cinética ndo associada ao crescimento.
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Villadsen, 1989, fez um apanhado geral da simulagao das reagdes bioquimicas,
mostrando o rapido crescimento de bioprocessos, apontando os modelos cinéticos nao
estruturados mais comuns.

Como dito anteriormente, crescimento microbiano ¢ um fendmeno complexo. A
modelagem matemadtica surge como uma valiosa ferramenta para a sua descricdo,
simplificando a representagdo do processo, através de pequeno nimero de expressoes
cinéticas relativamente simples. Uma vez que os modelos matematicos fornecem uma
relacdo funcional entre as varidveis do processo, eles sdo idealmente convenientes para
muitas tarefas no projeto de processos, como por exemplo:

- otimizagdo da estrutura da planta e de parametros de operagao;

- calculos de perfis de tempo 6timos para adi¢do de substratos e outros nutrientes;

- planejamento de experimentos com o objetivo de obter maxima informag¢ao com um
minimo de tempo e gastos;

- projeto de sistemas de controle;

- estimativa de varidveis ou parametros que ndo podem ser medidos, e métodos
indiretos de medidas.

Embora possa ser virtualmente impossivel simular o sistema bioquimico em sua
totalidade, uma compreensao de seus mecanismos basicos ou essenciais pode permitir a
constru¢do de um modelo que reflita, pelo menos, os principais aspectos do
bioprocesso. Usando a modelagem ¢ possivel simplificar as complexas interagdes do

sistema bioquimico qualitativamente e quantitativamente (Brass et al., 1997).
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3. Materiais e Métodos
Os materiais ¢ métodos citados a seguir se referem aos ensaios de produgdo de
PGA tanto em camara rotativa como em fermentador, as analises das amostras para

acompanhamento das varidveis de interesse e ao sistema de inferéncia.

3.1 Materiais
3.1.1 Microrganismo
O microrganismo utilizado para a produg¢do de PGA foi o Bacillus megaterium

ATCC 14945, da Fundagao Tropical de Campinas, em tubos contendo agar nutriente.

3.1.2 Fontes de Carbono
Nos ensaios em camara rotativa foram testadas varias fontes de carbono, a saber:

(1) lactose proveniente do soro de queijo seco em atomizador (Sigma), (2) lactose PA

(Synth); (3) glicose PA (Synth); (4) glicerol.

3.1.3 Fontes de Nitrogénio e Vitaminas

Entre as fontes de nitrogénio e vitaminas testadas estdo: (1) caseina das marcas
Riedel-de Haen (Alemanha) e J.T.Baker (Phillipsburg, EUA) hidrolisadas com
Alcalase®; (2) aminoacidos (Synth e Sigma); (3) samprosoy (gentilmente cedido por
Bunge Alimentos); (4) extrato de levedura (Acumedia Manufacturers, Maryland EUA).

3.1.4 Equipamentos
Durante a realizagdo deste trabalho foram utilizados varios equipamentos que

normalmente fazem parte de um laboratdrio bioquimico. Foram eles:

3.1.4.1 Camara Asséptica
Nas etapas de manipulacdo de microrganismos ¢ do material em contato direto
com os mesmos, utilizou-se camara asséptica de fluxo laminar da marca VECO

(Campinas, SP, Brasil), contendo bico de Bunsen e lampada germicida UV.

3.1.4.2 Autoclaves
Empregada para esterilizagdo dos meios de cultura, solucdes e suspensoes de

varias naturezas, ¢ todo material que estaria em contato com o microrganismo
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(vidrarias, biorreator ¢ demais utensilios de usos diversos envolvidos na realizacdo dos
ensaios). Foram utilizadas autoclaves da marca FABBE Primar Industrial (Sao Paulo,

SP, Brasil), e todo material era esterilizado a 120 °C por 15 minutos.

3.1.4.3 Camara incubadora rotativa ("'shaker")
As etapas de crescimento do microrganismo e producdo da enzima foram
realizadas em frascos agitados (erlenmeyers) em mesa rotativa (NEW BRUNSWICK

Co., Inc., Edison, NJ, EUA) com controles de temperatura e velocidade de agitacao.

3.1.4.4 Centrifuga Refrigerada

Para separar as células do sobrenadante nas amostras coletadas durante os
ensaios, como parte do procedimento para determina¢do da massa seca, utilizou-se
centrifuga refrigerada da marca EPPENDORF (modelo 5403, Netherler-Hinz GMBH-

Hamburg) com capacidade para seis tubos.

3.1.4.5 Estufas

Para secagem de vidrarias e procedimento de determinagdo da massa seca foi
utilizada estufa da marca FANEM (S3o Paulo, SP, Brasil) (60°C). Para esterilizagdo de
alguns utensilios foi utilizado estufa de circulacdo mecanica também da marca FANEM

(100°C).

3.1.4.6 Cromatdégrafo Liquido de Alta Performance ('"High Pressure Liquid
Cromatograph")
As analises das concentragdes de caseina, aminoacidos e AFA foram realizadas

em HPLC Shimadzu.

3.1.4.7 Outros Equipamentos
— Balancga Analitica marca METTLER modelo PB 3002
— Balanga de precisao marca KERN modelo 410
— Ultrafreezer marca FORMA SCIENTIFIC
— pHmetro marca ORION modelo 420 A
— Espectrofotometro marca PHARMACIA BIOTECH modelo Ultraspec 2000
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— Banho termostatico marca BROOKFIELD modelo EX — 200
— Banho termostatico marca NESLAB modelo RTE — 111

— Bomba de vacuo marca FABBE modelo 341

— Reator de vidro com camisa de agua

— Agitador mecéanico marca FISATOM modelo 710

— Vidrarias em geral

3.2 Meios de Cultura
A enzima foi produzida em camara rotativa e em fermentador, seguindo-se os

seguintes procedimentos e composi¢des de meios:

3.2.1 Meio de Esporulacao

A composicdo do meio s6lido empregado para o cultivo e preservagdo da
linhagem em tubos inclinados ("slants") e frascos de Roux ¢ descrita na Tabela 3.1. O
microrganismo foi repicado dentro de tubos de ensaio, deixados em camara rotativa por
sete dias a 30°C, sendo retirado do tubo por meio de uma solugdo salina 0,9% p/v e

transferido para o frasco de producao do in6culo.

Tabela 3.1: Composi¢do do meio sdlido empregado para preservagdo do microrganismo.

Nutriente Concentracio (g/L)
Extrato de carne 3,0
Peptona 5,0
Glicose 1,5
Agar 20,0

3.2.2 Meio para Obtencio do Inéculo

A produgdo do indculo para germinagdo do microrganismo foi realizada em
erlenmeyers dentro da cAmara rotativa por 24h, 300 rpm, a 30°C. Decorrido esse tempo
o inoculo foi transferido para o erlenmeyer de produgdo da enzima (10% do volume
total). A Tabela 3.2 mostra a composicdo dos meios utilizados na primeira etapa dos

trabalhos, quando a fonte de nitrogénio foi caseina hidrolisada (MG1), e na segunda
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etapa, com aminodacidos livres (MG2). Como sera visto, nos ensaios iniciais em camara

rotativa e biorreator nao foi utilizada a solugao de sais.

Tabela 3.2: Composi¢ao dos meios empregados no preparo do inoculo.

Nutriente MGI (g/L) MG2 (g/L)
Caseina hidrolisada enzimaticamente (CHE) 40,0 -
Solu¢do de aminoacidos livres* - 10,0
Soro de queijo 7,0 7,0
Solugdo de sais** 0,9 0,9
Antiespumante 1 gota -

* Solucao de aminoacidos livres

Aminoacido Simbolo Peso Molecular C(g/L)
L-Alanina Ala 89,09 1,16
L-arginina Arg 174,20 1,64
L-Acido aspartico Asp 133,1 2,53
L-Cistina Cst 240,3 0,13
L-acido glutamico Glu 147,13 4.47
Glicina Gly 75,07 0,44
L-histidina. HCI His 191,7 0,98
L-leucina Leu 131,2 4,18
L-isoleucina Ile 131,2 2,13
L-Lisina.HCI Lys 182,6 3,02
DL-metionina Met 149,21 2,49
L-Fenilalanina Phe 165,2 2,44
L-prolina Pro 115,13 473
L-serina Ser 105,1 2,5
L-treonina Thr 119,1 1,91
L-tirosina Tyr 181,19 1,96
L-triptofano Trp 204,2 0,53
L-valina Val 117,1 2,76

** Solucao de sais

Composto Concentracio (mg/L)

MgClz6H20 75,3
CaCl,.6H,0 55,1
Na,SO, 53,3
FeCl;.6H,0 14,5
COC12.6H20 1 ,2 1
MnClz.4H20 1,07
CuCl,.2H,0 0,8

Na2M004.2H20 0,68
ZnCl, 0,063
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3.2.3 Preparo do Meio de Selecio para Verificacio da Pureza da Cultura de
Bacillus megaterium ATCC 14945

Inicialmente era obtido o indculo como descrito no item 3.2.2. Este foi diluido
10.000, 100.000 e 1.000.000 vezes. A partir dessas solugdes pipetaram-se amostras que
foram adicionadas em placas de petri contendo meio de selecdo descrito na Tabela 3.3.
As placas de petri eram mantidas dentro da cadmara rotativa apenas com controle de
temperatura (30°C) por 48 horas ou mais, até se observar o aparecimento de coldnias.
Quando se observou o aparecimento de colonias aparentemente diferentes, estas foram
retiradas por meio de al¢a de platina e repicadas em tubos com agar nutriente para
subseqiientes ensaios de producdo de PGA. Estes ensaios foram realizados somente na

primeira etapa, com o meio MGI.

Tabela 3.3: Composicdo do meio solido utilizado nos ensaios de selecdo.

Nutriente Composicao (g/L)
Extrato de malte 10,0
Extrato de levedura 4,0
Glicose 4,0
Agar 12,0

3.2.4 Produc¢ao da Enzima em Camara Rotativa

A produgdo da enzima em camara rotativa foi realizada em meio de cultura cuja
composi¢ao foi baseada no trabalho de Berazain, 1997. Apds a adi¢ao do inoculo este ¢
mantido por 48 horas a 300 rpm e 30°C. A Tabela 3.4 mostra a composi¢do dos meios
utilizados na primeira etapa, com caseina hidrolisada como fonte de nitrogénio (MP1) e
na segunda etapa, com aminoacidos livres (MP2). Como sera visto, nos ensaios iniciais

em camara rotativa e biorreator nao foi utilizada a solucgao de sais.
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Tabela 3.4: Composicdo dos meios de producdo em cdmara rotativa e biorreator.

Nutriente MP1 (g/L) MP2 (g/L)

Caseina hidrolisada enzimaticamente 51,3 -
Solugao de aminoacidos livres* - 10,0
Soro de queijo 19,6 19,6
Solucao de sais** 0,4 0,4
Acido fenilacético 2,7 2,7
Carbonato de calcio 4,13 -
Antiespumante 1 gota 1 gota

* ¢ ** composigdo citada no item 3.2.2

3.2.5 Producio da Enzima em Biorreator Agitado e Aerado

Os procedimentos utilizados até a obtencao do indculo sao os mesmos descritos
para os ensaios em camara rotativa. Apds esterilizagcdo do reator, o meio de produgdo ¢
adicionado ao seu interior por sifonamento, utilizando-se 10% em volume de in6culo
por volume de meio de produgdo. Acido fenilacético foi adicionado apés 10 horas do
inicio da fermentacdo para os ensaios iniciais ¢ logo no inicio da fermentagdo em
ensaios posteriores. A concentragao de oxigénio dissolvido, a vazao de ar e a agitagao
variaram entre um ensaio e outro. A temperatura foi mantida a 30°C e o reator foi
operado por um periodo de 50h, aproximadamente. A composi¢cdo do meio ¢ a mesma

para a producdo em camara rotativa e esta descrita na Tabela 3.4.

3.3 Analise das Amostras para Acompanhamento da Producio

A andlise das amostras para acompanhamento da producdo iniciou-se pela
separagdo do microrganismo do meio de cultura. A separagdo foi feita por centrifugagio
ou filtragdo. A centrifugacdo foi realizada a 4°C a 11000g por 20 minutos ¢ a filtragdo
realizada em membrana Millipore com porosidade de 0,2 um. O sobrenadante foi

utilizado para anélise da atividade enzimatica.

3.3.1 Analise da Concentrac¢ao Celular
A andlise da concentragdo celular foi feita pela pesagem da massa seca. Antes de

fazer a filtracdo ou centrifugagdo, o tubo de centrifuga ou a membrana do filtro foram
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previamente secos a 60°C por 24h, colocados em dessecador e posteriormente pesados.
Filtrou-se ou centrifugou-se uma aliquota de 10 mL da amostra. Apds filtracdo ou
centrifugacdo o sobrenadante era utilizado para analises e as membranas ou tubos eram
novamente secos a 60°C por 24h e pesados. Pela diferenga de massa determinou-se a
concentragdo celular. Nos meios com presenga de CaCOs retirou-se o carbonato de
calcio lavando-se o filtro ou o tubo de ensaio contendo as células, ja sem o meio de

cultura, com um volume de 20 mL de solugdo de acido acético 5%.

3.3.2 Determinacao da Atividade Enzimatica

3.3.2.1 Método Colorimétrico PDAB

Este método determina a atividade amidase da penicilina G acilase utilizando p-
dimetilaminobenzaldeido (PDAB). O 4cido 6-aminopenicilanico (6-APA) produzido na
reacdo de hidrdlise da penicilina G reage com o PDAB, gerando um produto colorido
que foi acompanhado espectrofotometricamente em um comprimento de onda de
415nm. A leitura foi relacionada a concentracdo de 6-APA por meio de uma curva de
calibragdo obtida com solugdes padrdes de 6-APA na faixa de 200-1000ug/mL, cujo
coeficiente angular da foi de 6,66*10 (Balashingham et al., 1972).

Em um reator aquecido por meio de uma camisa de agua, ajustado para 37°C,
colocou-se 5 mL de PG 5% (p/v) em tampao fosfato 10mM pH 8,0 e esperou-se
estabilizar a temperatura, apos o que se adicionou 1 mL da solugdo de enzima sob
agitacdo. Tomaram-se aliquotas em diferentes tempos de reagdo, que foram colocadas
em cubetas preparadas com reagente PDAB (mistura de 0,5 mL de PDAB 0,5% (p/v)
em metanol, 2,0 mL de acido acético 20% (v/v) e 1,0 mL de solu¢ao de hidroxido de

sodio 0,05M) deixando-se reagir por 2,5 minutos.

3.3.3 Método para Determinacio de Proteinas
3.3.3.1 Método de Bradford

O procedimento utilizado corresponde ao método padrao descrito no artigo de
Bradford, 1976.

O reativo foi preparado dissolvendo-se 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G
250 (BioRad Laboratories, CA, EUA) em 50mL de etanol a 95% (v/v) — sob vigorosa

agitacdo. A essa solucdo adicionou-se 100mL de acido fosforico a 85% (p/v), diluindo-
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se em balao volumétrico até 1 litro com agua destilada. Esta solugdo foi filtrada sob
vacuo em sistema Millipore com papel de filtro Wathman 113, e armazenada em frasco
plastico em geladeira, sendo estavel por duas a trés semanas. Em tubos de ensaio limpos
e secos, adicionou-se SmL do reativo e 100ul da amostra. A amostra foi
convenientemente diluida quando necessario, de forma que a concentragdo de proteina
total ndo ultrapassasse a 800mg/L. Agitava-se em vortice, deixando-se em repouso por
5 minutos. A leitura da absorbancia das amostras foi em espectrofotometro no

comprimento de onda de 595nm.

3.3.3.2 Método de Lowry

As amostras de proteinas foram avaliadas quantitativamente segundo o método
modificado de Lowry (Hartree, 1972), que utiliza como curva padrdo a soro albumina
bovina, cujo coeficiente angular foi 2,07. As amostras analisadas foram
convenientemente diluidas para ndo ultrapassarem a concentragdo de 0,4 mg/mL.

Em tubos de ensaio adicionou-se ImL de amostra e 5SmL de uma solucado
preparada na hora do uso contendo Na,CO; 2% em NaOH 0,IN, CuSO4 1% em agua
destilada e tartarato de sddio potéssico, 1% em agua destilada. Esperou-se 15 min e
adicionou-se 0,5 mL do reagente de Folin Ciocalteau diluido 1:2. Apds 30 min foi feita

a leitura da absorbancia em espectrofotometro, no comprimento de onda de 660 nm.

3.3.4 Concentrac¢ao de Acucares
3.3.4.1 Determinacio da Concentracido de Lactose
Tanto a maltose quanto a lactose sdo dissacaridios que apresentam uma
extremidade redutora. Desse modo, fez-se analises de agucares redutores pelo método
de Somogyi (Somogyi, 1952). Para esta andlise fez-se necessaria a preparagdo de uma
curva de calibragdo com solucdes padrdo de lactose na faixa de 100 e 500 mg/L, cujo
coeficiente angular foi de 0,001.
Os reagentes necessarios sao chamados de solucao I, II e III e sdo descritas
abaixo.
SolugdoI: - 16g de NaHCOs;
- 12g de tartarato de sédio e potassio KOOC(CHOH),COONa.4H,0;
- 24g de Na,COs;
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- 144g de Na;SOq;
- 800 mL de 4gua destilada q.s.q.
Os sais foram dissolvidos separadamente e as solucdes foram misturadas e

diluidas a 800mL. O NaHCOs3 ndo deve ser aquecido.

Solugdo II: Pesou-se 36g de NaSOy e dissolveu-se a frio em 100 mL de solugdo aquosa

40g/L de CuS04.5H,0. Completou-se o volume com 200 mL com agua destilada.

Solugao III: Pesou-se 25g de molibdato de amoémio - (NH4)sM070,4.4H,0 - e dissolveu-

se em 450 mL de 4gua destilada. Adicionou-se 21 mL de acido sulfurico concentrado.

Dissolveu-se, separadamente, 3g de arseniato de so6dio monohidrogénio
(Na;HAsO4.7H,0) em 25 mL de agua destilada. Misturaram-se as duas solugdes,
homogeneizou-se e deixou-se em estufa a 37°C por 24-48 horas. Deve-se obedecer a
ordem de diluicdo dos reagentes. Todas as solucdes devem ser armazenadas em frascos

escuros e guardadas em estufa a 37°C.

Procedimento:

- Diluia-se a amostra de maneira que a concentragdo de agucar redutor estivesse
entre 100 e 500mg/L;

- Preparava-se a mistura das solugdes I e II, na razdo 4:1 no momento do uso;

- Em tubos de Follin-Wu pipetava-se ImL de amostra e ImL da mistura de
solucoes I e II;

- Tapavam-se os tubos com rolhas fendidas e aquecia-se em banho fervente por
10 min cronometrados. O banho deve ser aquecido diretamente no bico de Bunsen para
que a dgua permanega em ebuli¢do ao se colocar os tubos de Follin-Wu;

- Resfriava-se rapidamente em banho de gelo;

- Adicionavam-se 2mL da solugdo III e agitava-se até ocorrer o total
desprendimento das bolhas;

- Adicionavam-se 20mL de dgua destilada e homogeneizava-se;

- Preparava-se branco, substituindo por dgua destilada a quantidade de amostra a

ser dosada;
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- Mediam-se as absorbancias em espectrofotometro a 540nm.
A concentracdo da amostra era calculada utilizando uma curva de calibragao

previamente preparada.

3.3.4.2 Concentracio de Glicose
A concentragdo de glicose nas amostras foi determinada pelo método

enzimatico-colorimétrico da glicose oxidase (GOD-PAP).

3.3.5 Concentracio de Aminoacidos

A concentragdo dos aminoacidos era obtida utilizando cromatografia liquida de
alta definicdo (HPLC-Shimadzu); coluna Amino NA e ISC-30/S0504 NA Shim-pack
(Shimadzu). As fases moveis usadas foram citrato de sddio 0,2N pH 3,2 em etanol 7%,
citrato de s6dio 0,6N + acido borico pH 10, hidréxido de sédio 0,2M. Uma bomba
modelo LC—-10AD era usada para adi¢cao pds-coluna de solugao reagente consistindo de
OPA (o-phthalaldehyde - Reagente B) e solu¢do tampao alcalino (Reagente A). A
detec¢do em fluorescéncia (excitacdo a 360nm e emissdo a 450nm) era realizada por

detector RF-10A.

3.3.6 Concentraciao de AFA

A concentragdo de AFA era obtida utilizando cromatografia liquida de alta
defini¢io (HPLC); coluna C18 Waters: Nova-Pak, 60A, 4um de didmetro, 3,9x150mm.
A fase movel utilizada consistia de 25% acetonitrila, 10mM de H3;PO4, 5SmM de
K,H,PO4, pH 4,6 ¢ 25°C. Usava-se comprimento de onda de 225nm e vazdo de

ImL/min.

3.3.7 Hidrolise da Caseina

Hidrdlise da caseina 8% foi realizada em pH-stato Metrohn modelo 718 Titrino
(Suica), usando adi¢do de solucdo 0,5M de NaOH para manter o pH constante.
Temperatura de 50°C e pH=8 usados nos ensaios utilizando Alcalase® 0,6L, sdo os
valores 6timos recomendados pela Novo Nordisk do Brasil. A relacdo massica entre a

enzima e a caseina usada nos experimentos foi 1/50.
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3.3.8 Atividade Proteolitica

A existéncia de atividade proteolitica no caldo de fermentacao foi verificada de
acordo com o procedimento descrito a seguir. Solugdo constituida de caldo de
fermentagdo em diferentes dilui¢cdes, com solucdo concentrada de gelatina, ¢ mantida a
40°C por uma hora e a seguir colocada em geladeira. A observacdo de ndo gelifica¢do

da solucdo indica a presenca de proteases no meio.

3.3.9 Preparo dos Criotubos

Dentre os métodos mais usuais de preservacdo de microrganismo, o
congelamento a baixas temperaturas torna-se mais vantajoso em relacdo aos demais, por
preservar a cultura por longos periodos. O preparo dos criotubos com Bacillus
megaterium ATCC 14945 passou por varias etapas descritas a seguir (Figura 3.1):
— a linhagem primeiro era repicada em tubos inclinados com meio solido, mantidos por
sete dias a 30°C.
— ap6s sete dias, os esporos eram suspensos em SmL de solugdo salina 0,9% e
repassados aos frascos de Roux, previamente preparados com meio sélido de
esporulagdo. Os frascos de Roux eram entdo mantidos por sete dias a 30°C.
— apos este periodo, era adicionada aos frascos contendo o meio esporulado uma
solugdo crioprotetora estéril (glicerol 20% v/v), precedida de uma vigorosa agitagcdo e
raspagem dos esporos.
— as suspensoes de esporos de todos os frascos eram transferidas para um erlenmeyer
previamente esterilizado.
— Era retirada uma aliquota para contagem dos esporos em camara de Neubauer e
finalmente utilizavam-se os criotubos para acondicionar os volumes de suspensdo de
esporos referentes a concentracao desejada.

— Os criotubos eram armazenados em ultrafreezer a (-50°C).
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Tubo de ensaio Frasco de Roux Solugdo Crioprotetora Criotubos
{Crescimento 7 dias, 30°C) {7 dias, 30°C) Esteéril (glicerol 20v/v) (armazenados a -50°C)

Figura 3.1: Procedimento para o preparo dos criotubos.

3.4 Descri¢ao Geral da Instrumentacio do Biorreator Convencional e do Sistema
de Aquisicao de Dados
O sistema de aquisi¢ao de dados implementado no Laboratdrio de Fermentagdes
do DEQ-UFSCar ¢ composto por um Controlador Légico Programavel (CLP — GE
Fanuc, série 90-30), Sistema Supervisorio (Unisoft, versdo 1.85) operado em
microcomputador tipo PC. O CLP tem suas entradas e saidas conectadas ao biorreator
tipo tanque agitado e aerado (Bioflo II-C, News Brunswick Scientific Co., Inc., Edison,
NJ, EUA). O biorreator convencional ¢ o utilizado nos experimentos em batelada e
batelada alimentada. A comunicacdo entre o CLP e o Sistema Supervisorio ¢ realizada
por meio de interface serial RS-232. Um esquema do aparato experimental juntamente
com o sistema de aquisicdo de dados ¢ mostrado na Figura 3.2. Toda a instrumentagdo
foi baseada nas normas da "American National Standard".
Os seguintes equipamentos fazem parte da instrumentacdo utilizada no
biorreator:
I) Eletrodo de pH, tipo 465-90 (Mettler Toledo, NJ, EUA) conectado ao
Medidor e Transmissor de pH, modelo TH-41 (Digimed);
1)) Eletrodo de oxigénio dissolvido, tipo 12/320T (Mettler Toledo) conectado ao
Medidor e Transmissor de Oxigénio Dissolvido, O, 4500 (Mettler Toledo);
IIT)  Bombas peristalticas BVP (Ismatec, Ziirich, Suica) para adicdo de meio

suplementar, acido e/ou base;
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Figura 3.2: Esquema do aparato experimental com o sistema de aquisi¢do de dados.
(— sinais dos sensores; ----- sinais de 4 a 20 mA)
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IV)  Fluxémetro de massa, modelo 33116-20, 0 a 5 SLPM, Cole Parmer®
(Venon Hills) para monitoragdo da vazao de ar no sistema;

V) Transdutor de pressao (modelo 560, T&S Equipamentos) para monitorar a
sobrepressao no interior do biorreator;

VI)  Sensor de temperatura (Pt-100), inserido em um pogo dentro do reator;

VII) Analisadores de oxigénio (modelo 755, Rosemount Analytical) e dioxido de
carbono (modelo 880A, Rosemount Analytical) acoplados para analise dos
gases de saida do fermentador. Os analisadores sdo calibrados com gases
padroes (N2 99,99% e CO; 5,0%/95%N5).

O CLP varre periodicamente todas as suas entradas e, em seguida, fornece os

valores para o Sistema Supervisorio.

3.4.1 Descricao do Sistema de Controle de Temperatura

A temperatura do meio de cultura pode ser selecionada na faixa de 20 a 60 °C (+
0,1 °C) e é controlada por um microprocessador baseado em controlador PID
(Proporcional, Integral e Derivativo). A temperatura média ¢ medida por um sensor
RTD ("Resistence Temperature Sensor"), imerso no biorreator. Quando a temperatura
do sistema esta abaixo do "set-point", o controlador atua abrindo uma valvula solendide
e ligando o aquecedor. O sistema dispde ainda de um dispositivo de protecdo que
impede que o aquecedor entre em funcionamento na auséncia da vazdo do fluido de

refrigeragdo (falta de dgua).

3.4.2 Descricao do Sistema de Controle de Oxigénio Dissolvido

O oxigénio dissolvido é controlado na faixa de 5 a 95% (+ 1%) da saturagdo. E
medido através de um eletrodo imerso no interior do biorreator e o controle ¢ realizado
através de controlador PID, que atua sobre a velocidade de agitagdo, mantendo-se

constante a vazao de alimentagao de ar.

3.4.3 Descricao do Sistema de Controle de pH
O pH ¢ controlado na faixa de 2,00 a 12,00 (= 0,01). Utiliza-se um sensor
amperométrico imerso no meio de cultura, o qual ¢ conectado a um transmissor.

Emprega-se um controlador PID no acionamento de duas bombas peristalticas para a
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adicao do acido ou base, dependendo do pH do meio e do "set-point" determinado por

fungdo logica programavel.

3.4.4 Descricao do Sistema de Controle de Formacao de Espuma

A formagdo de espuma durante o bioprocesso ¢ controlada pela adigdo de
antiespumante. O sensor colocado na parte superior do Bioflo II-C detecta a formagao
de espuma. A este sensor estd conectado um controlador “on-off”, que aciona uma

bomba peristaltica que adiciona antiespumante ao sistema.

3.4.5 Descricao do Sistema de Controle de Vazio do Meio Suplementar

Uma bomba peristaltica foi incorporada ao sistema para a realizagdo de
experimentos em batelada alimentada. Um controlador estd conectado a esta bomba e ¢
manipulado por fungdo légica programavel. A vazdo maxima que se pode operar com

este sistema € de 10mL/min.

3.5 Descricao dos Acessorios Incorporados ao Sistema
3.5.1 Medidor de Vazao
Foi incorporado ao aparato experimental um fluxometro de massa para

monitorar a vazao de ar empregada durante o experimento.

3.5.2 Analisador dos Gases de Saida
3.5.2.1 Didxido de Carbono (CO,)

Foi incorporado ao sistema um analisador infravermelho para didxido de
carbono, conectado ao controlador logico programavel, que é acessado por fungdo

logica programavel para aquisicao de dados.

3.5.2.2 Oxigénio (O)
Também foi incorporado ao sistema um analisador paramagnético de oxigénio
(Rosemount Analytical Model 755) que esta conectado ao CLP e ¢ acessado por fungio

logica programavel para a aquisicao dos dados.
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3.5.3 O Controlador Logico Programavel (CLP)

O CLP ¢ um controlador industrial da GE Fanuc Automation série 90-30. Sua
CPU apresenta como caracteristicas: um modulo de programagao de controlador do tipo
PID; programagdo estruturada; palavras de 16 bits; enderecamento indireto e uma
grande variedade de fungdes para o processamento de operagdes complexas. Outras
caracteristicas sdo: 32KB de RAM, mddulos de posicionamento de eixos, modulo de
execucdo Booleana de alta velocidade (0,2 ms/KB), modulos de co-processamento
programavel nas linguagens BASIC™ ¢ "C", médulos de comunicagio analégicos de
entrada (até 1024) e de saida (até 626) e digitais (até 1024 cada). A Figura 3.3 mostra o

CLP com todos os modulos acoplados.

Figura 3.3: CLP da GE Fanuc Automation, modelo 90™.-30.

3.5.3.1 O Sistema Supervisorio

O sistema supervisorio ¢ formado por um microcomputador 486 DX4, 100 Mhz,
16 KB RAM e com o "software" de supervisdao da UniSoft.

O UniSoft ¢ um "software" para desenvolvimento de interfaces homem-
maquina, estacdes de supervisdo local de processos industriais e estagdes de
concentradoras de dados em processos distribuidos. E baseado em um microcomputador
interligado a um processo ou maquina através de um controlador 16gico programavel
(CLP) ou outro sistema de aquisi¢do de dados. A interface grafica do sistema, a

utilizagdo de planilhas para configuracdo e o suporte para o "mouse" geram um
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ambiente simples e de rapida assimilagdo. Abaixo sdo listadas algumas caracteristicas
do sistema:

— Configuragdao em tempo real durante a aplicagdo;

— Suporte em tempo real do "mouse" com linha de "status" definida pelo usuério;

— Recursos de indexacdo de vetores e criagao de classes na configuracio;

— Sistema de seguranca embutido, tanto para copia de engenharia como de "Run-Time";
— Dois editores graficos internos, um de "bitmap" e outro orientado a objeto;

— Fung¢des matematicas;

— Comunicacao de dados sempre em blocos, otimizando a utilizagdo do canal serial;

— A arquitetura permite facilmente o desenvolvimento de novos moédulos em linguagem
C, FORTRAN ou qualquer outra linguagem que suporte arquivos .DLL para serem
"linkados" ao sistema.

O sistema UniSoft ¢ voltado para aplicacdes em Supervisdo e Controle de
Processos, onde se utiliza uma arquitetura distribuida baseada em CLP's e
microcomputadores e com flexibilidade para a conexdo com qualquer tipo de CLP,
fazendo com que o microcomputador que roda o "software" seja utilizado como estagdo
de supervisdo local do processo. No trabalho de Cruz, 2000 para a producdo de
cefalosporina C e neste trabalho para a producdo da penicilina G acilase, este sistema
foi utilizado como estacdo de supervisdo local do processo, executando as funcdes de
monitoramento do sistema, controle de situagdes de alarme, geragdo de graficos e
historico das varidveis de processo ¢ interface para a entrada de comandos do operador.

Os programas utilizados para simulagdes “off-line” foram MATLAB® - The
Language of Technical Computing.(versao 5.2), The Mathworks Inc; FORTRAN

PowerStation (versdo 4.0), Microsoft Developer Studio.

3.6 Descri¢ao das Telas do Sistema Supervisério
As telas implementadas no sistema supervisorio estdo organizadas da seguinte

forma (Cruz, 2000):

Primeira: Figura 3.4 mostra a tela de inicializa¢do, onde sdo ilustradas, em forma de
topicos, as principais etapas (cronologicamente dispostas) necessarias para partida de

um experimento. E necessario que os itens sejam executados (um a um e pela ordem)
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para o que o sistema inicie a supervisdo € a aquisicao dos dados (protocolo de
inicializacdo). Durante esta etapa, ¢ necessario definir as condi¢gdes de operacao ("set-

points" do processo).

OPERACAD
Iil Eepoluso
Iil Calibrareletrodo de pHE
Iil Autoclavagem da dorna delfermentagao;
Ii| Ajustar“set-points™ de operacao (pid's);
EI ransferencia dos meios delferment. p/ e interior da dornas;
EI Acionar agitagao, aeragao e controle de temperatura;
Temp. sp ,m Temp. atual
IE| calibrareletrodo de D2 (D)
550 rpm , 3,0 Fmin  N2.0%/AR-100%
Iil Definir modo) de operagio
Iil Reduzir agitacao /iTechar acragaos
IE| Inocular Eiorreator;
Iil INIZIO DD PROCESSE
CARACTERISTICA DO EXPERIMENTOD
‘ * BATELADA ‘ +# BATELADA ALIMENTARS
TEMPO EXPER. TEMPOMORT O TEMPOEXPERS
TEMPO ATUAL m TEMPO, Aruan m
SP TEMPO m SPITEMPO m m
[mi] FimiDE PREGESSO

Figura 3.4: Tela de inicializagdo implementada no sistema supervisorio.

Segunda: Figura 3.5 mostra a tela de processo, apresentando uma visualizagdo geral do
processo, com as malhas de controle utilizadas e os valores "instantaneos" de todas as

variaveis monitoradas.

Terceira: Figura 3.6 mostra a tela de engenharia, onde se encontram presentes o0s
"blocos" de controle (pH, Temperatura, Oxigénio dissolvido e Nutriente). E nesta "tela"

que se definem os parametros de cada controlador e os "set-points" desejados.

Quarta: Figura 3.7 mostra a tela de graficos, onde se visualizam as principais variaveis
ao longo do experimento, havendo a possibilidade de se acompanhar uma ou mais

variaveis, definindo seu intervalo de visualizagao.
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Figura 3.6: Tela de engenharia implementada no sistema supervisorio.



74

[=| UNISOFT - GRAFICO |- (=]
File  Security Window Tools
= GRAFICO X

© DEQ-UFSCar | nomus wamsio oconote INETERNCTNNN (¥ ||| |lo |_ || ||

0510 0810 0510 0510 0810 0510 0510 0810 0810 0510
11:3816  11:38:18 11:38 16 11:38:16 11:38:16 11:38 16 11:38:16 11:38:16 113816 113816
SEL, ATUAL CURSOR 0
= | |/ TEMPERATURADAREACAO | 000 °c | 000 < )
= | ([l pH DA REACAD ooo0  pH oo0  pH HAVEGACAQ R O
= | |[J|0oXIGENIO DISSOLYIDO 0 % 000 o E El 0.00 DEVISUALIZACHO 1i2)  HorarpaTa
O | O] vazio DE AR 0.00 sPw | 000  SLPM El EI | 0o [ o0l [CURSOR |[11:38:16 0540 |
O E SOBREPRESSAO NO REATOR, 0.00 mmHg 0.00 mmHg
= | [ OXIGENIO NA SAIDA 000 % 000 %  [[Reset ] | ([(eause] | | | ATUAL 1138470501999
=| [ coz 000 % 000 %

[ INUM |

Figura 3.7: Tela de graficos implementada no sistema supervisorio.

A navegagdo entre as "telas" ¢ realizada por meio de uma barra grafica,
localizada na parte superior das mesmas.

O sistema permite que o usudrio defina o periodo de amostragem das variaveis,
gerando arquivos de dados que sdo facilmente convertidos para o formato "ASCII".
Estes arquivos sdo gravados em um diretorio predefinido no disco rigido. Isso
possibilita a utilizagdo de programas (como EXCELL, ACCESS, ORIGIN) para o

tratamento dos dados obtidos durante um ensaio experimental.

3.7 O Sistema de Comunicacao

Para implementagao dos algoritmos desenvolvidos em processo real, modificou-
se a arquitetura do sistema de aquisi¢do de dados existente no Laboratério de
Engenharia Bioquimica do DEQ/UFSCar. Foi montada uma rede local, intranet, a qual
foram conectados o Controlador Légico Programavel (CLP) através de moddulo de
comunicagdo cthernet, um servidor Windows-NT, onde esta instalado o Sistema

Supervisorio ¢ um segundo microcomputador, responsavel pelo programa que gera a
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estimativa em tempo real a partir dos dados obtidos pela instrumentacdo. A nova

arquitetura ¢ ilustrada na Figura 3.8.

| Rede Ethernet (Local) DEQ/UFSCar |
(par tranc¢ado) T

Supervisorio Ctimizador

Rede Intranet (Laboratorio Bioquimica)
(par trancado)

____________________________________________________________________________________________________________

Figura 3.8: Desenho esquematico da nova arquitetura do sistema de aquisi¢do de dados
montada no Laboratorio de Engenharia Bioquimica (DEQ/UFSCar), ilustrando a rede
"Intranet" local implementada, a qual encontram-se conectados: CLP, servidor e
segundo microcomputador.

A comunicag¢do dos dados via rede ¢ realizada por protocolo TCP/IP.

Para permitir a implementagdo desta metodologia, foi necessario:
- Atualizar o programa responsavel pela aquisicdo dos dados (Sistema Supervisorio).
Uma copia da versdo mais recente do "software" Indusoft Studio (versdo 3) foi
gentilmente cedida pelos representantes da Indusoft no Brasil (fabricantes do antigo
sistema supervisodrio utilizado). Toda a configuragdo anterior teve que ser importada ou
refeita, quando necessario, no ambiente do novo Supervisiorio.
- Atualizar o microcomputador utilizado para processar o programa gerenciador do
sistema operacional da rede (Windows NT), além do proprio Indusoft Studio.
- Transferir um segundo computador, de 300 MHz, do laboratério de Simulagao de
Processos do DEQ/UFSCar, no qual se processa os programas FORTRAN e Visual

Basic.
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- Montar fisicamente a rede Intranet.

- Habilitar o modulo de comunicagao ethernet, TCP/IP, do CLP.

- Desenvolver modulo de receitas ("recipes") no Indusoft Studio, habilitando a
comunicagdo de dados entre o Sistema Supervisério e o0s programas de
inferéncia/controle/otimizagdo, em FORTRAN/Visual Basic, processados no segundo
microcomputador.

- Configurar o CLP (montagem fisica) e o Sistema Supervisorio, acrescentando nova
bomba peristaltica (Ismatec, modelo BVP), cuja velocidade ¢ controlada pelo CLP a
partir das instrugdes do Supervisorio ou do programa de inferéncia, processado no
segundo micro. Para isso, faz-se uso de modulo conversor freqiiéncia/corrente, que
permite monitorar e controlar a rotacdo da bomba e, portanto, a vazdo utilizada para

alimentagdo do fermentador.

Um diagrama ilustrativo da nova configuragdo ¢ mostrado na Figura 3.9.

SISTEMA SUFERVISORIO Indusoft FORTRAN
T NewsBrunswick INDUSOFT Studio 3.0 Visual Basic

A N R

Pressio +

P \—IZ[ImmHg
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I CPU340
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gases exaustio

Figura 3.9: Esquema do aparato experimental ilustrando os novos equipamentos
adicionados ao sistema: bomba peristaltica; "Hub"; microcomputador tipo PC (onde
roda programa FORTRAN, acoplado ou ndo como dll a programa em Visual Basic).

Esta nova configuragdo permite o desenvolvimento de rotinas de controle e
monitorizagdo que utilizam o protocolo ODBC de comunica¢do de dados para acessar

os diferentes computadores/processadores em tempo real.
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Nesta nova arquitetura do sistema de controle/aquisicdo de dados, toda a
comunicagdo entre o Controlador Logico Programavel e o Sistema Supervisorio ¢
realizada através de uma rede local Intranet. Com este sistema obtém-se maior
velocidade de transferéncia dos dados; a rede Intranet estd no momento conectada a um
"Hub" de 10 Mbps, mas as placas de comunicag¢ao ja suportam 100 Mbps.

No Servidor Windows NT foi instalada a nova versao do Sistema Supervisorio,
denominada InduSoft Studio 3.0. Uma das principais vantagens desta versao encontra-
se na facilidade de troca de dados entre os microcomputadores € o CLP via rede.

A primeira instalagdo logica desta nova arquitetura foi executada pela firma
NEXT Automation. Deve-se destacar, entretanto, que todo o procedimento foi
detalhadamente acompanhado, o que nos permitiu continuar com o desenvolvimento

dos programas de forma autonoma.
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4. Resultados Experimentais

Todo o trabalho experimental realizado nesta tese foi dividido em duas etapas.
Na primeira, foi utilizada caseina hidrolisada enzimaticamente (CHE) por Alcalase® na
composi¢do tanto nos meios de germinagdo como nos de producdo. Esta tinha sido a
fonte de nitrogénio utilizada em todos os trabalhos de produ¢do de PGA por Bacillus
megaterium desenvolvidos até entdo no DEQ/UFSCar (Hojo, 1997; Berazain, 1997,
Visnard, 1997 e Pinotti, 1999).

Segundo Gentina et al., 1997, caseina hidrolisada tem sido a fonte de nitrogénio
complexa mais amplamente utilizada e alguns trabalhos na literatura obtiveram maior
produgdo de PGA utilizando esta como parte da composi¢cdo dos meios (Illanes et al.,
1994; Gentina et al., 1997). Nao foram objetivos iniciais do trabalho experimental
mudangas nas concentracdes e nas fontes de nutrientes nos meios, principalmente com
relacdo a fonte de nitrogénio. Sendo assim, nesta primeira etapa a maioria dos ensaios
teve como objetivo respectivamente, estudos de viabilidade, verificagdo da pureza,
adicao de sais aos meios, verificacdo da quantidade de esporos e tempo de germinagao,
etc. Como ndo houve neste periodo melhoria significativa na produgdo da enzima,
passou-se a investigar mudangas nas concentragdes dos nutrientes e, principalmente, nas
fontes de carbono e nitrogénio.

Apesar dos intensos trabalhos experimentais em camara rotativa nao se observou
melhoria significativa na concentragdo de células e nem nos niveis de atividade
enzimdtica. Com o andamento dos ensaios para identificar os requerimentos
nutricionais do Bacillus megaterium, verificou-se que um meio contendo aminoacidos
livres como fonte de nitrogénio em substitui¢do a CHE era mais favoravel a produgdo
da enzima. Sendo assim, foi necessaria a realizagdo de novos ensaios em camara
rotativa € em biorreator com o novo meio. Esses ensaios, utilizando meio contendo
aminodcidos, constituiram entdo a segunda etapa deste trabalho. Portanto, a primeira
etapa abrange os ensaios realizados com caseina hidrolisada e a segunda etapa os

ensalos com aminoacidos livres.

4.1 Ensaios em Camara Rotativa — Primeira Etapa
Um intenso trabalho experimental foi realizado no decorrer desta tese. Na fase

inicial, foi necessario verificar a estabilidade e a viabilidade de linhagem de Bacillus
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megaterium que estava estocada na geladeira por um periodo de dois anos sem repique.
Os ensaios que se seguiram em camara rotativa e em biorreator tiveram por objetivo
aumentar o crescimento celular e conseqlientemente a produg¢do da enzima e, quando
possivel, obter informacdes qualitativas das principais variaveis do processo. Todos os
ensaios descritos a seguir foram realizados com caseina hidrolisada enzimaticamente

por Alcalase®.

4.1.1 Verificacao da Estabilidade

A partir da linhagem de Bacillus megaterium mantida em tubo contendo agar
nutriente no DEQ/UFSCar, foram obtidos “slants” dos quais alguns foram utilizados em
ensaio preliminar para se verificar a estabilidade do microorganismo. Uma vez
verificada a viabilidade, os “slants” restantes foram utilizados nos ensaios de selecdo e
verifica¢do da pureza da colonia.

O ensaio preliminar teve por objetivo verificar a viabilidade e estabilidade da
linhagem de Bacillus megaterium que seria utilizada para a selecdo/purificacdo da
cultura. Para isso, reproduziu-se um dos ensaios de produgdo de PGA realizado em
equipe com Pinotti (Pinotti, 1999), com adi¢do de soro de queijo. O microorganismo
que foi utilizado neste ensaio estava estocado em geladeira por um periodo de dois anos
sem repique, e foi denominado em nosso laboratorio de linhagem original. A Figura 4.1
mostra resumidamente o procedimento experimental deste ensaio e de ensaios
posteriores de producdo da enzima. Os resultados do ensaio de estabilidade sdo

mostrados nas Tabelas 4.1 € 4.2.

Linhagem
original
Inéculo Producéao
™
> ™
-l /
. 7 dias 72h,30°C 72h,30°C
méB;:t’é#gm 30°C 300rpm 300rpm

(2 anos sem repigue)

Figura 4.1: Procedimento experimental utilizado nos ensaios de producao de PGA.
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Comparando-se os resultados mostrados nessas, observa-se que a enzima
produzida pelo microorganismo armazenado apresentou atividade proxima dos valores
obtidos por Pinotti, 1999 (Tabela 4.2), indicando a manutengdo da viabilidade da

cultura.

Tabela 4.1: Ensaio de estabilidade que reproduziu condi¢des operacionais de Pinotti,

1999.
Ensaio Tempo Concentragao celular Atividade
(horas) (eL) Enzimética (UVL)

Inoculo 1,8 -

CHE - Alcalase® 0 0,2 -
(SQS) 24 3,1 42
(ensaio 1) 48 4,0 99
72 4,1 97

SQS = Soro de queijo seco em atomizador
CHE = Caseina hidrolisada enzimaticamente

Tabela 4.2: Ensaio original (num. 11) realizado por Pinotti, 1999.

Ensaio Tempo Concentragao Atividade
(horas) Celular (g/L) Enzimatica (UI/L)
CHE - Alcalase® Inoculo 2,0 -
(SQS) 0 0,2 -
24 - 35
48 - 66
72 3,05 102

SQS = Soro de queijo seco em atomizador
CHE = Caseina hidrolisada enzimaticamente

4.1.2 Selecao e Verificacdo da Pureza do Bacillus megaterium

Foram realizados ensaios de selecdo e verificacdo da pureza da cepa de Bacillus
megaterium ATCC 19945 visando a preparagdo do inoculo padrdo. Os procedimentos
experimentais de verificacdo da pureza sdo mostrados, também resumidamente, na
Figura 4.2. Do “slant”, o microorganismo foi inoculado no meio de selecao por 24 horas
e ap6s este tempo foram realizadas diluigdes sucessivas até se obterem as dilui¢cdes

desejadas de 10.000, 100.000 ¢ 1.000.000.
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Linhagem

ariginal melo liquido
de germinagao

A
;—k placas
/N diluigdes —
/ G > @‘E’Bz( )

3 repiques .
»

sucessivos

Bacillus
megaterium
{2 anos sem repique)

Figura 4.2: Procedimento experimental utilizado nos ensaios de verificacdo da
pureza da cultura.

A foto das placas ap6s o aparecimento das colonias pode ser observada na
Figura 4.3. Pode-se observar que uma melhor separacdo ¢ obtida para a dilui¢do de

1.000.000. Macroscopicamente, observou-se também o surgimento de duas colonias

aparentemente diferentes. Diferenca esta que ¢ também observada na placas das

dilui¢des de 10.000 e 100.000.

Selegao do Microrganiamo Selegédo do Microrganiamo Selegado do Microrganiamo
Bacillus megaterium ATCC 14945 Bacillus megaterium ATCC 14945| Bacillus megaterium ATCC 14945
Diluigdo 10.000 Diluigado 100.000 Diluigédo 1.000.000

Figura 4.3: Placas ap6s o aparecimento de colonias em ordem crescente para as trés
diluigoes.

A Figura 4.4 mostra a placa com dilui¢do de 1.000.000, onde se observa a
melhor separagdo de colonias. Estas colonias foram denominadas de colonia A (aspecto
denso e concentrado) e colonia B (aspecto menos denso e espalhado). A partir da
diferenca observada separaram-se as duas colonias em novos repiques em agar nutriente

e as colonias A e B foram cultivadas separadamente em meio liquido de germinagao,
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sendo entdo utilizadas nos ensaios de fermentacdo para produgdo da enzima. Os
resultados obtidos para o ensaio de produgdao da enzima com a colonia A (ensaio 2) e

com a colonia B (ensaio 3) sdo mostrados na Tabela 4.3.

Selecdo do Microrganismo
Bacillus megaterium ATCC 14945
Dilui¢éo 1.000.000

Figura 4.4: Foto da placa de petri apds o surgimento das colonias A e B.

Tabela 4.3: Producao de PGA utilizando as colonias A e B.

Ensaio Tempo (h) pH Atividade enzimética | Concentragdo Atividade
(UIL) celular (g/L) especifica
(Ullg célla)
2 Indculo - - 1,6 -
(colonia A) 0 - - 0,2 -
24 8,1 38 2,6 15
48 8,7 43 3,0 14
72 9,0 46 2,3 20
3 Inoéculo - - 1,3 -
(colonia B) 0 - - 0,2 -
24 7,7 39 1,9 21
48 8,5 54 2,5 22
72 8,9 54 2,0 27

Pode-se observar que a atividade enzimatica das colonias em separado decresceu
aproximadamente 50% em relagdo ao ensaio 1 (Tabela 4.1). Os valores obtidos para a
velocidade especifica maxima de crescimento (0,2h™ para a colonia A e 0,03h™ para a
colonia B) indicam que as duas colonias sdo formadas por células efetivamente

diferentes.
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Como o ensaio de producao com colonias em separado ndo apresentou resultado
satisfatorio, optou-se por realizar um ensaio de produ¢dao de PGA utilizando um “slant”
onde as colonias A e B foram repicadas juntas, para verificar se o isolamento interferia
na producdo. No entanto a atividade enzimatica encontrada (39,42 UI/L) foi préxima as
obtidas nos ensaios 2 e 3. Os valores encontrados nos levam a crer que houve uma
degeneracao da populagdo de microrganismo devido a realizacao de repiques sucessivos
de uma populagdo estocada por um longo periodo de tempo. Outra possivel explicagdo
seria a producdo de proteases extracelulares simultaneamente a penicilina G acilase.
Passou-se, por isso, a se investigar de maneira qualitativa a possivel presenca de
proteases no caldo de fermentagdo. A metodologia que foi utilizada ¢ muito sensivel a
presencga de protease no meio, sendo possivel observar-se a ndo gelificacdo da solugdo
mesmo para baixas concentragdes de proteases. Porém, este efeito nao foi observado.

Adquiriu-se entdo um novo “slant” de Bacillus megaterium ATCC 14945 da
Fundagao Tropical de Campinas. O microorganismo foi submetido a repique e aos
mesmos procedimentos de selecdo do anterior, porém nao se observou o surgimento de
colonias diferenciadas. Os resultados do ensaio de fermentacdo utilizando este
microrganismo sao apresentados na Tabela 4.4. Pode se observar que novamente baixos

valores de atividade enzimatica foram atingidos.

Tabela 4.4: Produgdo de PGA utilizando novo “slant” de Bacillus megaterium ATCC

14945.
Ensaio | Tempo(h) pH Atividade Concentracdo | Atividade especifica
enziméatica (UI/L) celular (g/L) (Ul/gcélula)
4 noculo - - 1,3 -
0 - - 0,2 -
24 8,1 8 1,2 7
48 8,3 11 1,1 10
72 8,4 25 0,9 28

Na tentativa de se obter novamente valores desejaveis de atividade enzimatica,
outros ensaios foram realizados com esse microorganismo, variando-se alguns dos
nutrientes. O soro de queijo em pod, utilizado em todos os ensaios anteriores, foi
substituido por soro de queijo liquido, e novos lotes de caseina hidrolisada com
Alcalase® foram preparados. O objetivo destes ensaios era verificar se poderia ter

ocorrido contaminagao por alguns dos nutrientes utilizados.
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No ensaio 5 utilizou-se soro de queijo liquido. O ensaio 6 ¢ uma réplica do
ensaio 4, mas foi realizado novamente em paralelo com o ensaio 5 para efeito
comparativo. Nos ensaios 7 e 8 utilizaram-se diferentes lotes de caseina, além da
ativacdo do microrganismo em meio liquido anteriormente ao repique, conforme
instrugdes do banco fornecedor. Os resultados destes ensaios sdo mostrados nas Tabelas
4.5 e 4.6 respectivamente. Observa-se que a baixa atividade enzimdtica nao estd
relacionada com a procedéncia dos nutrientes e, quando realizada uma prévia ativagao

do microrganismo em meio liquido, observa-se um aumento na atividade enzimatica,

porém pouco significativo.

Tabela 4.5: Producao de PGA utilizando soro de queijo liquido e em po.

Ensaio | Tempo(h) PH Atividade Concentracdo | Atividade especifica
enzimatica (UIL) celular (g/L) (Ulgeain)
5 noculo - - 1,0 -
SQL" 0 - - 0,1 -
24 8,0 12 2,5 5
48 8,1 14 2,6 6
72 8,5 17 2,2 8
6 inoculo - - 0,5 -
SQP™ 0 - - 0,1 -
24 8,0 17 1,0 17
48 8,1 21 1,1 19
72 8,5 16 0,8 20

"SQL = Soro de queijo liquido
™ SQP = Soro de queijo em p6

Tabela 4.6: Producao de PGA utilizando diferentes lotes de caseina e apos prévia
ativacdo do microrganismo.

Ensaio | Tempo (h) PH Atividade Concentragdo Atividade especifica
enzimatica (UI/L) celular (g/L) (Ul/gcélula)

7 inoculo - - 1,0 -
0 - - 0,1 -

24 7,9 28 1,5 18

48 8,3 49 2,0 24

72 8,8 48 1,9 25
8 inoculo - - 1,0 -
0 - - 0,1 -

24 7,8 28 1,8 16

48 8,3 58 2,4 25

72 8,9 46 2,3 20
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Todos estes resultados motivaram a aquisicao de diferentes “slants”, encontrados
no mesmo banco fornecedor. Os trés novos “slants” recebidos sdo lotes da mesma
linhagem liofilizada de Bacillus megaterium ATCC 14945, porém conservados de
maneiras diferentes e conseqiientemente com caracteristicas talvez distintas. Estes
“slants” do banco fornecedor juntamente com um “slant” que havia sofrido repiques
sucessivos em nosso laboratorio a partir da linhagem original, foram utilizados em
novos ensaios de producdo de PGA. O esquema destes ensaios € os equipamentos

utilizados na preservagdo da cultura sdo mostrados na Figura 4.5.

™
_ Banco, Bacillus Bacillus
forr megaterium
Sucessivos repiques

Edweards s Congelamento {ao longo de 2 anos)
(modelo L 4KR) (modelo L 400GS) 80°C)

L1 l

Ensaio 9 Ensaio 10 Ensaio 11 Ensaio 12

Linhagem original
DEQIUFSCar

Liofilizador

Figura 4.5: Métodos de conservagdo do microrganismo, utilizados nos ensaios 9-12.

Estes ensaios tinham como objetivo verificar se um dos lotes alcancaria
novamente a atividade enzimdtica encontrada inicialmente. De acordo com os
resultados mostrados na Tabela 4.7, observa-se que todas as culturas testadas
apresentaram queda na atividade enzimatica, levando-nos a crer que o microrganismo
desativou mesmo quando nao submetido a repiques sucessivos. A evolucdo dos
resultados de dosagem de proteina por Lowry indica consumo dos peptideos originados
pela hidrolise enzimatica da caseina. A dosagem por Bradford, que detecta apenas
moléculas acima de 5 kDa, permitiria verificar o aparecimento da enzima, mas 0s
resultados se mostraram inconclusivos, em virtude da pequena producao. Por fim, nota-
se que, em todos os ensaios, o consumo de lactose foi baixo, em uma indicagdao de que
os peptideos poderiam ser, também, empregados como fonte de carbono pelo

microorganismo.



86

Tabela 4.7: Resultados obtidos na producao de PGA utilizando diferentes lotes da
mesma linhagem de Bacillus megaterium ATCC 14945.

Ensaio | Tempo | pH | Concentragdo | Atividade | Proteinas | Proteinas | Lactose
(h) Celular enzimatica Lowry Bradford | (g/L)
(/L) UL | @y | (gu

9 [Indculo| - 0,6 - 21,1 0,2 4,9
0 - 0,1 - 40,0 1,2 15,2

24 8,0 1,0 20 30,0 0,9 12,8

48 8,2 0,8 12 29,2 0,9 12,4

72 8,4 0,8 15 34,2 0,9 11,7

10 |Indculo| - 3,7 - 16,7 0,3 5,4
0 - 04 - 38,8 1,2 15,2

24 8,2 3,1 27 30,0 0,6 12,3

48 8,4 3,5 34 25,7 0,6 12,3

72 8,9 3,2 41 24,4 0,6 12,6

11 |Inoéculo| - 32 - 15,5 0,3 4,9
0 - 0,3 - 39,4 1,2 15,2

24 8,2 3,5 24 29,2 0,9 12,1

48 8,5 4,5 33 254 0,9 12,6

72 8,9 4,2 35 23,4 0,8 11,8

12 |Inéculo| - 1,3 - 234 0,4 52
0 - 0,1 - 39,5 1,2 15,2

24 8,0 1,7 38 34,0 1,2 13,9

48 8,2 1,9 36 33,1 1,2 12,4

72 8,6 2,0 56 33,8 1,4 12,1

Os ensaios 9 e 10 foram realizados com microorganismos oriundos de um
mesmo repique mas conservados usando diferentes equipamentos (liofilizador Edwards
modelo L 4KR e L 400GS respectivamente) e crioprotetores (skim milk 10% + inositol
5% e sacarose 7% + peptona 7%) no banco fornecedor. Pode-se observar pela Tabela
4.8 que os valores de pm.x foram semelhantes. O microrganismo utilizado no ensaio 9,
além de apresentar baixo crescimento, era visivelmente diferente dos demais no exame
ao microscopio. Portanto, observa-se que o crioprotetor e/ou equipamento utilizado ndo
foram eficientes na sua conserva¢dao. O ensaio 11, com microorganismo conservado
congelado a -80°C em glicerol 10%, embora tenha apresentado um maior crescimento
celular, resultou na mais baixa atividade especifica. Nos ensaios 1 (Tabela 4.1) e 12
foram utilizados microorganismos oriundos do mesmo repique que os usados nos
ensaios 9 e 10 mas conservados ambos na forma de “slants” em geladeira no
DEQ/UFSCar. O microorganismo utilizado no ensaio 12 passou por sucessivos

repiques, enquanto que o utilizado no ensaio 1 foi retirado do “slant” original. Isso
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indica que sucessivos repiques podem implicar queda na produtividade do
microrganismo. Também nao foi identificada, dentro da sensibilidade da metodologia
utilizada, presenga de atividade proteolitica no caldo fermentado. A partir dos valores
dos parametros calculados para os ensaios 9 a 12 foi escolhido o microorganismo
utilizado no ensaio 12 para padronizagdo, pois foi o que apresentou melhor valor de

atividade especifica na producao de PGA.

Tabela 4.8: Parametros calculados a partir de dados obtidos na producao de PGA.

Ensaio tmax (h™) Atividade
especifica (Ul/gcélula)
9 4,79%107 18,8
10 6,73*%10™ 12,7
11 7,58%107 8,5
12 6,14*%107 27,3

4.1.3 Ensaios em Camara Rotativa Utilizando Criotubos

Uma das grandes preocupagdes quando se trabalha com microorganismos ¢ a
manuten¢do da linhagem ao longo do tempo. Dentre os métodos mais utilizados tem-se
a liofilizagdo, congelamento a temperaturas baixas (-50°C a -70°C) e tubos inclinados
(“slants”) com repiques sucessivos. Uma boa descricdo de preservacdo de
microrganismos industrialmente importantes ¢ encontrada em Stanbury et al., 1999. O
ultimo método, apesar de mais simples, apresenta um curto tempo de preservacao (cerca
de um més) e tem como desvantagem a perda de produtividade do microrganismo ao
longo do tempo por repiques sucessivos, como observado nos ensaios realizados. Neste
método, as culturas precisam ser transferidas para novos meios a intervalos regulares.
As duas primeiras apresentam a vantagem da preservagdo do microrganismo por longos
periodos.

Uma vez escolhido o microrganismo utilizado (do ensaio 12), passou-se a
padronizag¢do do indculo através da preparagdo de criotubos (descrito no item 3.3.9),
que foram conservados em glicerol 20% sob congelamento em ultra-freezer a -50°C.
Foram realizados entdo novos ensaios de producdo de PGA a partir dos criotubos.
Nestes ensaios a etapa de reativagdo do microrganismo em meio solido por sete dias a
30°C ndo se faz necessaria. Parte-se direto para o meio de crescimento ¢ em seguida

para o meio de produgdo da enzima, ambos por 72h a 30°C.
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Devido aos resultados pouco satisfatorios de produgdo da enzima com o meio de
producdo utilizado nos ensaios anteriores, adicionaram-se sais ao meio, segundo a
metodologia usada por Illanes ef al., 1994, cuja composicao ¢ mostrada no item 3.2.2 do
capitulo 3. De acordo com Illanes, 1994, os sais cumprem fungdes metabodlicas
indispensaveis e devem ser ministrados em baixas concentragdes como sais inorganicos.

Foram realizados quatro ensaios conforme o esquema mostrado na Figura 4.6.
Em todos os ensaios foi utilizado o meio de produgdo baseado no trabalho de Berazain,
1997, de composi¢do citada anteriormente no item 3.2.4. A diferenca entre eles
portanto, estava na adi¢ao ou ndo de sais e no ajuste de pH no inicio do ensaio.

O ajuste de pH do meio no inicio da fermentacdo (diferentemente das
fermentagdes anteriores, quando se ajustava o pH em 7 somente para o soro de queijo)
teve por objetivo saber se este de alguma forma influenciava na produgdo de PGA.

Nestes ensaios ndo foram retiradas amostras no tempo zero.

. sais sais o sais ) s/ sais
is/ ajuste de pH) {ajuste de pH=7) {s/ ajuste de pH) (ajuste de pH=7)

ANYARAN

Ensaio 13 Ensaio 14 Ensaio 15 Ensaio 16

Figura 4.6: Procedimento experimental dos ensaios utilizando criotubos.

Os resultados para esses ensaios sdo mostrados na Tabela 4.9. Observa-se que
bons resultados de atividade enzimatica foram obtidos para os ensaios com a adi¢do de
sais, porém valor mais significativo foi obtido no ensaio com a adi¢do de sais e sem
ajuste de pH (ensaio 13). Pelos valores de pH da Tabela 4.9, observa-se que eles tiveram
comportamentos semelhantes no decorrer das quatro fermentagdes, variando de +/- 7,5 a

+/- 8,5, o que nos levaria a acreditar que o ajuste ou ndo deste ndo influenciaria a
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producdo de PGA. Porém o resultado do ensaio 13 nos leva a pensar o contrario, uma
vez que este conduziu aos maiores valores de atividade. Sendo assim, optou-se por
continuar os ensaios ajustando o pH apenas do soro de queijo e deste ponto em diante a

adicionar sais ao meio de produgdo.

Tabela 4.9: Producao de PGA utilizando criotubos.

Ensaio | Tempo | pH | Concentragdo | Atividade | Proteinas | Proteinas | Lactose
(h) Celular enzimatica | Lowry | Bradford | (g/L)
(/L) UL | @@L | (gL
13 Inéculo | - 1,9 - 27,5 0,6 5,1
0 8,3 0,2 - - -
24 7,9 3,2 66 41,6 1,1 12,4
48 8,4 5,0 128 30,2 0,9 9,7
72 8,6 4,5 123 33,3 1,1 11,8
14 Inéculo - 1,9 - 27,5 0,6 5,1
0 7,0 0,2 - - -
24 7.4 3,6 54 38,6 1,0 14,5
48 8,2 52 47 37,3 1,0 12,8
72 8,5 5,5 52 31,9 0,9 11,9
15 In6culo | - 1,9 - 27,5 0,6 5,1
0 8,3 0,2 - - -
24 7,9 1,7 30 333 0,8 8,4
48 8,3 1,6 38 40,6 1,3 11,7
72 8,5 1,7 34 39,4 1,5 12,6
16 Ino6culo - 1,9 - 27,5 0,6 5,1
0 7,0 0,2 - - -
24 7,3 1,4 18 40,6 1,0 11,3
48 7,7 1,7 23 37,8 1,2 12,6
72 8,1 1,6 27 37,2 1,2 12,7

Com o bom resultado obtido no ensaio 13, resolveu-se refazer alguns ensaios
anteriores adicionando-se sais no meio de produg@o. O primeiro reproduziu o ensaio 12,
utilizando o “slant” que veio sofrendo sucessivos repiques ao longo de dois anos,
denominado ensaio 17. O segundo, o proprio ensaio 13 com o microorganismo
padronizado (criotubos) para comparagao, denominado ensaio 18. O terceiro,
reproduzindo o ensaio 11 com microorganismo conservado congelado a -80°C em
glicerol 10%, denominado ensaio 19. O esquema dos novos ensaios ¢ mostrado na

Figura 4.7. Os resultados dos cultivos sao mostrados na Tabela 4.10.
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Figura 4.7: Esquema dos ensaios refeitos com a adi¢do de sais no meio de produgao.

Tabela 4.10: Producao de PGA, Bacillus megaterium ATCC 14945 com adicdo de sais.

Ensaio Tempo (h) PH Concentracdo | Atividade
celular enzimatica
(g/L) (UI/L)
17 Inoéculo 0,9 -
0 0,1 -
24 8,0 4,0 88
48 8,4 4.5 121
72 8,5 5,1 93
18 Ino6culo 1,3 -
0 0,2 -
24 8,0 4,1 75
48 8,4 4.5 98
72 8,6 5,1 104
19 Inoculo 3.4 -
0 0,4 -
24 8,5 5,4 19
48 8.4 5,7 9
72 8,5 5,8 -

Observa-se pela Tabela 4.10, que bons resultados foram obtidos para os ensaios

17 e 18 refeitos com a adigdo de sais. Estes resultados indicam que a baixa atividade
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enzimatica obtida no ensaio 12 pode ndo estar associada a sucessivos repiques como
dito anteriormente, € sim a auséncia de sais no meio de produgdo. O ensaio 18 confirma
os resultados obtidos no ensaio 13, apresentado um bom crescimento celular e valores
semelhantes de atividade enzimatica, em torno de 100UI/L. O ensaio 19 também
confirma os resultados obtidos no ensaio 11: mesmo apresentando um maior
crescimento de células, resultou em baixa atividade quando comparado aos demais.
Sendo assim, confirmando-se o resultado do grupo anterior de ensaios, passou-se a
adicionar em todos os ensaios de produ¢do deste ponto em diante a solucdo de sais de
composicao citada no item 3.2.2. Além disso, utilizou-se sempre o microorganismo
padronizado mantido em criotubos. O meio de producao citado no item 3.2.4, acrescido

da solucdo de sais, foi chamado de meio padrao.

4.1.4 Ensaios para Verificacdo da Quantidade de Esporos e Tempo de Germinagio

Um outro fator importante investigado foi a quantidade de esporos a ser
adicionada ao meio de fermentagdo. Em determinado volume de meio pode estar se
adicionando uma quantidade de esporos desnecessaria, levando ao desperdicio da
cultura padronizada.

O tempo de germinagdo ou crescimento também ¢ uma variavel importante. Nos
ensaios de producdo de PGA usando Bacillus megaterium ATCC 14945 realizados no
DEQ/UFSCar o tempo utilizado na etapa de crescimento sempre foi de 72 horas (Hojo,
1997; Pinotti, 1999). Sendo assim, passou-se a investigar se 72 horas eram realmente
necessarias ou se 24 ou 48 horas seriam suficientes, o que levaria a uma diminui¢do
consideravel no tempo total de ensaio. Investigou-se também o tempo utilizado na etapa
de producao de PGA, testando-se os mesmos tempos da etapa de crescimento, 24, 48 e
72 horas. Para tanto, foram realizados varios ensaios em paralelo, onde quantidades
diferentes de esporos foram mantidas por diferentes tempos em meio de crescimento e
produgdo. Para estes ensaios foram realizadas apenas analises de concentragdo celular e
atividade enzimatica. Para melhor entendimento, o procedimento utilizado nos ensaios ¢

mostrado na Figura 4.8.
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Figura 4.8: Procedimento experimental para verificagdo da quantidade de esporos e

tempo de germinacao.

Dois grupos de ensaios diferentes foram realizados. No primeiro, 1,7mL da
solucao de esporos foram adicionados em meios de crescimento mantidos por 24h, 48h
e 72h. Decorrido esses tempos, era adicionado o indculo ao frasco com o meio de
producao, representando 10 % do volume total do meio de fermentacdo. Cada um destes
frascos era mantido por 72h, com retiradas de amostras a cada 24h. O mesmo
procedimento foi realizado para o outro grupo, com 5,0mL de solu¢do de esporos, com
o objetivo de confirmar os resultados obtidos no grupo anterior, além de verificar se a
utilizagdo de uma quantidade maior de esporos levaria a melhorias significativas na
atividade enzimatica.

Para cada grupo realizaram-se trés ensaios, totalizando seis ensaios. Os valores
das concentracdes celulares e das atividades enzimaticas encontradas sao mostrados nas
Tabelas 4.11 e 4.12, para 1,7mL de solugdo de esporos e 5,0mL de solugao de esporos,

respectivamente.
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Tabela 4.11: Produ¢do de PGA com 1,7 mL de esporos em 75mL de meio de

germinagao.
Tempo de
crescimento Tempo de producio (h)
(h)
24 48 72
Conc. cel. | Ativ. enz. | Conc. cel. | Ativ. enz. | Conc. cel. | Ativ. enz.

24 4,1 46 5,2 88 5,2 115
48 4.4 52 5,2 110 5,3 89

72 3,6 47 5,7 96 5,4+0,5 106+10

Conc. cel. = concentragdo celular em g/L
Ativ. enz. = atividade enzimatica em UI/L

Tabela 4.12: Producao de PGA com 5,0 mL de esporos em 75mL de meio de

germinagao
Tempo de
crescimento Tempo de producio (h)
()
24 48 72
Conc. cel. | Ativ. enz. | Conc. cel. | Ativ. enz. | Conc. cel. | Ativ. enz.

24 4,3 65 4,8 88 4,6 89
48 4,2 61 4,8 88 52 96
72 3,6 59 53 89 5,6 106

Conc. cel. = concentragdo celular em g/L
Ativ. enz. = atividade enzimatica em UI/L

Pelos valores mostrados nas tabelas 4.11 e 4.12, percebe-se que a quantidade de

esporos adicionada ndo influencia significativamente nos valores de atividade

enzimatica e concentragdo celular, portanto pode-se utilizar uma solugdo com menor

quantidade de esporos, mantendo sempre a mesma propor¢do para volumes maiores.

Sendo assim, optou-se por trabalhar com 3ml de esporos/75 mL de meio, pois 3mL ¢ o

volume de esporos contidos em cada criotubo. Com relagdo ao tempo de germinacao,

este parece também ndo influenciar muito os valores de atividades apos as 72h de

produgdo. Este comportamento pode ser observado principalmente na Tabela 4.11, onde

o maior valor de atividade ¢ alcangado com meio de crescimento de 24h apos 72h de

fermentagdo. Portanto, optou-se por trabalhar com o tempo de 24 horas na etapa de
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germinagdo, mantendo-se a cultura por 72 horas no meio de producdo. Com isso,

reduziu-se significativamente o tempo total de ensaio.

4.1.5 Meio de Germinacao (crescimento) Sintético

Com a finalidade de se obter um meio sintético de crescimento que facilitasse o
estudo do metabolismo do microorganismo, foram realizados varios ensaios utilizando
diferentes meios de crescimento. Foram testadas formulacdes sintéticas na etapa de
germinacdo com adi¢do de nutrientes complexos na etapa de producdo da enzima.
Nesses ensaios, variou-se principalmente a fonte de carbono, com o soro de queijo
sendo substituido por lactose e glicose e a fonte de nitrogénio, com a caseina sendo
substituida por aminoacidos (AA). A etapa de crescimento foi de 24 horas, como ja
padronizado anteriormente. Na etapa de producdo da enzima foi mantido o meio
utilizado nos ensaios anteriores, com a adi¢ao de sais, chamado de meio padrao.

Durante a preparagdo do inoculo, ocorre germinagao dos esporos € crescimento
de massa celular do microrganismo. Sendo assim, o ideal ¢ encontrar-se meio de
germinacgdo sintético que suporte um bom crescimento celular e que favoreca a fase de
produgao.

Estes novos ensaios foram divididos em dois grupos por causa da variedade de
meios de crescimento a serem testados. Um dos objetivos foi investigar a influéncia de
diferentes nutrientes na fase de germinacao, visando a aumentar a produgdo de enzima,
que sempre ocorre na segunda fase na presenga do indutor, o acido fenil acético (AFA).
O procedimento experimental utilizado nestes ensaios ¢ mostrado na Figura 4.9. Em
todos os meios foram utilizados aminoacidos na mesma composicdo presente na
caseina, com excecao dos ensaios 20 e 24, que utilizaram o mesmo meio de crescimento
usado nos ensaios anteriores (MG1 - item 3.2.2). Um dos objetivos foi verificar se o
microorganismo apresentaria bom crescimento em meio sintético que substituisse a
caseina hidrolisada por Alcalase®, fonte complexa usada anteriormente. A lista dos
aminoacidos e respectivas composi¢des utilizadas sao mostradas no item 3.2.2.

No primeiro grupo, ensaios 20 a 23, um dos principais objetivos foi a
substitui¢do da lactose do soro de queijo por outras fontes de carbono como glicose e

lactose P.A (sem o soro). Neste primeiro grupo, os aminoacidos (AA) foram usados
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como Unica fonte de nitrogénio. Os resultados dos cultivos desses ensaios sao mostrados

i — /\ —

-60°
¢ o Diferentes meios Meio de produgio padrio
de crescimento {72 horas)

(24horas)

Figura 4.9: Procedimento experimental para padronizagdo do meio de crescimento.

Os compostos utilizados em cada meio de crescimento foram:
20 — CHE + soro de queijo

21 — AA + soro de queijo

22 — AA +lactose

23 — AA + glicose

Tabela 4.13: Producdo de PGA por Bacillus megaterium ATCC 14945, utilizando o
meio padrdo para a etapa de produgdo, a partir de diferentes meios de crescimento.

Ensaio | Variavel Meio Meio | Tempo(h) | pH | Concentracdo | Atividade
@L) (UIL)
20 Padrao: | Inoculo 0,8
caseina 0 0,1
Padrao SOro caseina 24 8,2 4,5 76
SOro 48 8,6 5,5 133
Sais 72 |91 4,9 122
AFA
21 Ino6culo 3,44
AA 0 -
SOTo Padrao 24 8,2 4,7 81
48 8,6 5,2 126
72 9,1 5,2 134
22 | FONTE Inéculo 1,52
AA 0 0,1
lactose Padrao 24 8,1 4,1 89
48 8,5 53 130
DE 72 [89 43 121
23 Inoculo 2,02
AA 0 0,1
glicose | Padrdo 24 8,0 4,1 87
CARBON 48| 8.5 54 128
72 9,0 4,5 143
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Observa-se que o Bacillus megaterium apresentou crescimento celular,
independentemente das fontes de carbono e nitrogénio utilizadas no meio de
crescimento. Além disso, os ensaios finais para a produ¢do de PGA, em todos os casos,
também apresentaram resultados equivalentes de atividade enzimadtica. Ressalte-se que
o meio utilizado na etapa de producdo foi sempre o mesmo (meio padrao, anteriormente
descrito).

No segundo grupo, ensaios 24 a 27, um dos principais objetivos foi substituir a
fonte de nitrogénio no meio de crescimento, como a caseina hidrolisada, por
aminoacidos e adicionar vitaminas contidas em fontes complexas como samprosoy e
extrato de levedura. Substituiu-se ainda a fonte de carbono do soro de queijo por lactose

P.A. Os compostos utilizados em cada meio de crescimento foram:

24 — CHE + soro de queijo
25 — AA + samprosoy + lactose + sais
26 — AA + extrato de levedura + lactose + sais

27 — AA + extrato de levedura +lactose

Os resultados dos cultivos e os respectivos compostos utilizados para o segundo
grupo de ensaios sao mostrados na Tabela 4.14.

Pode se observar que o Bacillus megaterium apresentou os mesmos niveis de
crescimento celular, independentemente das fontes de carbono e nitrogénio utilizadas na
fase de produgdo do inoculo. Os ensaios finais para a producdo de PGA, em todos os
casos, apresentaram resultados de atividade enzimatica semelhantes aos ja observados
nos ensaios 20-23. E importante destacar que para estes ensaios nio foram realizadas
analises de agucares, pois o maior interesse estava no crescimento celular e nas
atividades enzimaticas detectadas no meio de producao.

Portanto, como os resultados para cada meio de crescimento foram semelhantes,
escolheu-se para a padronizagdo o meio utilizado no ensaio 22, composto por
aminoacidos e lactose, por ser um meio sintético.

A utilizacdo de um meio sintético, de composi¢ao quimica bem definida, facilita
o estudo dos efeitos de alguns componentes, com acompanhamento de possiveis

substratos limitantes, além de possibilitar futuros estudos cinéticos do processo. Outro
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fator importante ¢ a facilidade da separagdao do(s) produto(s) de interesse nas etapas
subseqiientes de purificacao. O custo do meio sintético, entretanto, ndo o recomenda

para utilizacao industrial.

Tabela 4.14: Producao de PGA por Bacillus megaterium ATCC 14945, utilizando o
meio padrdo para a etapa de produgdo, a partir de diferentes meios de crescimento.

Ensaio Variavel Meio Meio Tempo | pH | Concentragdo | Atividade
Gemminagdo | Producio (h) Celular | enzimatic
@L) a(UIL)
24 Inéculo 3,42
0 1,00
Padrao Caseina Padrao 24 8,0 4,4 64
SOTo 48 8,4 4,4 113
72 8,7 4,4 125
25 In6culo 2,8
AA 0 0,1
Lactose Padrao 24 8,2 4.4 93
Samprosoy 48 8,5 5,1 75
sais 72 9,2 5,1 136
26 | VITAMINA Inéculo 2,92
S AA 0 0,1
Lactose Padrao 24 8,2 4.4 76
Levedura 48 8,8 5,6 132
sais 72 9,2 5,5 126
27 In6culo 2,06
& AA 0 0,1
Lactose Padrao 24 8,2 4,7 84
Levedura 48 8,7 5,3 131
72 9,2 4,8 135
SAIS

4.1.6 Meio de Produciao Sintético

Com base nos bons resultados obtidos com todos os meios de crescimento
utilizados anteriormente (item 4.1.5), optou-se por fazer um estudo semelhante
variando-se as fontes de carbono e nitrogénio, desta vez no meio de producdo. Testou-se
a substituicao da caseina hidrolisada por aminoacidos (AA), sulfato de amdnio e extrato
de levedura como fontes de nitrogénio, além da utilizacdo de lactose e glicose em
diferentes concentragdes como fontes de carbono. O uso de diferentes concentragdes de
um mesmo agucar (concentracdes alta e baixa) permitira verificar se ha efeito repressivo

por algumas dessas fontes, principalmente a glicose, como ja observado na literatura
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(Vojtisek e Slezak, 1975; Savidge, 1984; Meevootisom e Saunders, 1987; Shewale e
Sivaraman, 1989). Segundo Illanes et al., 1994, a repressao por glicose ocorre
principalmente quando se utiliza meio complexo, fato este ndo observado quando
utilizado meio sintético.

A composi¢do de AA no meio de producdo também segue a composi¢do da
caseina (item 3.2.2). Sua concentracdo difere da utilizada no meio de crescimento, de
acordo com as conclusdes do estudo feito por Berazain, 1997.

Em todos os ensaios o meio de germinagao/crescimento foi o sintético escolhido
no item 4.1.5 (AA + lactose). A tUnica excecdo ¢ o ensaio 35, que utiliza o meio
complexo durante a etapa de crescimento (MG1), para efeito comparativo. A figura 4.10
mostra os compostos utilizados em cada meio de producdo. Nos ensaios 28-31
variaram-se principalmente as concentragdes de acucar, e nos ensaios 32-34 a fonte de
nitrogénio. Os resultados apds 72 horas de meio de producdo sdo mostrados na Tabela

4.15.

Meio de Meio de
: crescunento
Crescunento

ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂé

S Amdnie  E Levedura Casema

()
(Sglalfsose(a) gglcsose(b) %:gose(a) é,aalgtose those(b) Glicose'®) Gliose®) (p(;?rao)
Vitaminas — Vitaminas Vitaminas Vitarminas s Sals Sals

(a) Glicose/lactose = 14,73g/L
(b) Glicose/lactose = 0,7g/L

Figura 4.10: Esquema dos meios sintéticos utilizados nos ensaios de producao de PGA.

Pode-se observar que diferentemente dos ensaios para meios de crescimento, nao
se obtiveram resultados satisfatorios variando-se o meio de produgdo. Os valores de
concentragdo celular e de atividade enzimatica ficaram abaixo do esperado. Como o

crescimento do microrganismo foi pequeno, ndo houve producao de PGA.
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Tabela 4.15: Producao de PGA por Bacillus megaterium ATCC 14945 com diferentes
meios de producao.

Ensaio Variavel Tempo | pH | Conc. Atividade | Proteinas | Lactose | Glicose
(h) Celular | enzimatica | Lowry (g/L) (g/L)
Composicio (g/L) (UIL) (g/L)
28 Inéculo | - 1,5 - 10,1
AA 0 - 0,2 - 10,0 15,2
Glicose @ 24 79| 06 16 7.9 14,0
Sais FONTE 48 | 8,0 0,3 19 7,1 14,9
Vitaminas 72 7.8 0,6 24 7.4 14,7
29 Inéculo | - 1,5 - 10,1
AA 0 - 0,4 - 7,3 0,5
Glicose ® 24 79| 05 8 6,9 0,6
Sais 48 [80] 0.2 24 6,6 0,7
Vitaminas 72 7,5 0,5 23 6,1 0,6
30 DE In6culo | - 1,5 - 10,1 49
AA 0 - 0,4 - 7,8 11,6
Lactose 24 |78 0,6 17 7.3 11,3
Sais 48 [79] 06 22 7,1 11,3
Vitaminas 72 7,8 0,7 22 7,4 10,1
31 Inéculo | - 1,5 - 10,1 49
AA 0 - 0,3 - 7,5 0,8
Lactose ™ | cARBONO |24 |79 ] 05 17 6.6 0.8
Sais 48 | 8,1 0,5 27 6,7 0,8
Vitaminas 72 7.9 0,4 28 6,0 0,9
32 Inéculo | - 1,9 g 8,0 -
AA 0 - - - - -
Glicose ® 24 [82] 06 21 6,2 0,7
Sais 48 [82] 07 19 6,9 0,6
72 8,1 1,1 16 6,3 0,6
33 Inéculo | - 1,9 - - -
S. amonio 0 - 0,1 - 1,0 0,7
Glicose ® 24 79| 26 - 1,0 0,7
Sais FONTE 48 17,9 3.4 - 1,0 0,7
72 7.8 1,9 - 1,0 0,7
34 Inéculo | - 1,9 - -
E. Levedura DE 0 - - - =
Glicose ® 24 [83] 45 22 17
Sais 48 |86 48 28 15
A 72 8,9 5,1 31 15
35 NITRgGENI Inoculo | - | 3.3 - 34 5,1
Caseina 0 - 1,3 - 49 9,4
Soro 24 8,1 4,8 73 45 10,4
Sais 48 |86 55 89 43 10,2
(padréo) 72 |86 6,0 87 37 10,1

(a) Glicose/lactose = 14,73g/L
(b) Glicose/lactose = 0,7g/L
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O meio complexo contendo hidrolisado de caseina (ensaio 35) apresentou
resultados satisfatorios, porém com produtividade abaixo da esperada. Este fato pode
estar relacionado ao uso dos criotubos novos, preparados em datas diferentes dos
anteriores.

Com relagdo a andlise da concentracdo dos agucares, observa-se que para
qualquer uma das fontes e concentragdes utilizadas, ndo ocorreu o consumo destes pelo
microorganismo, mesmo quando havia crescimento mensurdvel. Isto indica que outras
fontes de carbono presentes nos meios podem estar sendo consumidas. Com isto, torna-
se dificil o célculo do coeficiente de rendimento célula/substrato — agucar (Yx/s) para
este microorganismo.

A partir desses resultados, decidiu-se repetir alguns ensaios e acompanhar o
crescimento do microrganismo ao microscopio ao longo das fases de germinagdo e
produgdo. Verificou-se que os esporos de Bacillus megaterium adicionados em meio
sintético nao sao capazes de germinar. Esta observagao explica os bons resultados dos
ensaios para meio de germinagdo sintético (item 4.1.5). Como o microrganismo nao
germinou no meio sintético, a germinacao ocorreu na etapa de producdo, uma vez que o
meio utilizado nessa etapa foi sempre complexo. O mesmo nao ocorreu nos ensaios para
meio de produgao sintético, ja que o meio de germinacao escolhido foi o meio sintético
contendo lactose e AA. O microrganismo ndo germinou neste meio € nem na etapa
subseqiiente, também em meio sintético. Concluiu-se assim que 0 microrganismo

necessita de algum nutriente contido no meio complexo para germinar.

4.1.7 Influéncia da Adicao de AFA no meio de producao

Devido a diferenca obtida nos resultados finais dos ensaios de padronizagdo do
meio de crescimento (item 4.1.5) e do meio de produgdo (item 4.1.6), optou-se por
realizar mais um grupo de ensaios. A finalidade destas culturas foi obter respostas para
as duvidas que surgiram com os ensaios anteriores, como por exemplo, o bom resultado
em concentracao celular e atividade enzimatica finais obtidos com meios sintéticos na
etapa de germinagdo/crescimento. Resolveu-se assim estudar o papel do acido
fenilacético, presente no meio de produgdo (adicionado 8 horas depois do inicio do

cultivo).
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Para tanto foram escolhidos dois meios de produgdo ja testados anteriormente,
com diferentes tempos de adicdo do AFA (0 e 8 horas). O primeiro foi meio padrao
(complexo) e o segundo o meio sintético contendo lactose e aminoacidos. Um terceiro
meio de mesma composi¢do que o segundo também foi utilizado, porém sem adi¢do do
acido. O meio utilizado na etapa de crescimento para todos os ensaios foi o escolhido no
item 4.1.5 (AA + lactose). Segundo a literatura (Chiang e Bennett, 1967; Illanes et al.,
1994) o AFA ¢ indutor da enzima, mas inibe o crescimento do Bacillus megaterium se
adicionado no inicio do cultivo (etapa de producgdo). A Tabela 4.16 mostra o resultado

das cinco fermentagdes realizadas.

Tabela 4.16: Produgao de PGA por Bacillus megaterium ATCC 14945 com diferentes

tempos de adicao de AFA.
Ensaio Tempo (h) | pH | Concentragdo | Atividade
Celular enzimatica
Composicao (g/L) (UI/L)
36 0 7,9 0,5 -
8 7,9 0,6 -
24 8,1 3.8 36
Padrao 48 8,3 5,2 63
AFA (t=0) 72 9,2 5,1 75
37 0 8,4 0,4 -
8 8,4 0,4 -
24 8,1 3,1 48
Padrao 48 8,4 4,9 57
AFA (t=8) 72 9,1 5,2 66
38 0 8,2 0,2 -
8 8,2 0,2 -
AA 24 8,2 0,4 21
Lactose 48 8.2 0,3 25
AFA (t=0) 72 8,3 0,3 20
39 0 8,5 0,2 -
8 8,5 0,2 -
AA 24 8,3 0,4 22
Lactose 48 8,2 0,3 21
AFA (t=8) 72 8.3 0,3 25
40 0 8,5 0,3 -
8 8,5 0,2 -
AA 24 8,6 0,3 17
Lactose 48 8.4 0,3 15
Sem AFA 72 8,6 0,4 14

Massa celular do inoculo = 1,5g/L.
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Com relagdo aos ensaios 36 ¢ 37 os resultados mostraram que a adi¢do de AFA
no inicio da etapa de producdo ndo exerceu influéncia no crescimento do
microorganismo, ja que ambos apresentaram concentragcdes celulares semelhantes as
obtidas anteriormente para o meio padrdo. O resultado obtido ndo concorda com a
literatura, que cita a inibigdo do crescimento celular com adi¢do do AFA nas primeiras
horas da fermentacao.

Observa-se que os ensaios 38-40, com meio sintético, assim como no item 4.1.6,
ndo apresentaram crescimento celular e producdo de enzima satisfatdrios, independente
da presenca e do tempo de adigdo do AFA. Isto mostra que os baixos valores de massa
celular e atividade enzimética ndo estao relacionados a presenca de AFA no meio. Estes
resultados confirmam que no meio sintético utilizado ha falta de algum(s)
micronutriente(s) essencial para o metabolismo do microrganismo em sua fase de
germinagdo, ou os aminodcidos inibem alguma enzima associada a germinagdo. O
inverso ocorre com o meio contendo a caseina hidrolisada, que para grande parte dos

ensaios realizados apresentou bons resultados. A hidrolise da caseina com Alcalase®

produz peptideos que podem ser essenciais a germinagao.

4.1.8 Meios de Germinacio e Produ¢ao Complexos

Como a utilizagdo de meio sintético nas etapas de germinagdo e produg¢ao nao
forneceu resultados satisfatorios, resolveu-se estudar meios de germinagdo e producao
complexos. Inicialmente foram testadas varias combinagdes de nutrientes na etapa de
germinacdo e crescimento do microrganismo, retirando-se ou incluindo-se alguns dos
componentes, tais como, soro de queijo, caseina hidrolisada, sais, lactose PA e glicose
PA. As amostras foram analisadas no inicio (Oh) e ao final (24h), além da observagao
microscopica dos esporos no inicio e das células ao final de 24 horas. Os resultados
obtidos para as diferentes combinagdes sdo apresentados na Tabela 4.17.

Alguns esclarecimentos importantes foram obtidos comparando-se os resultados
dos varios meios de germinacdo complexos. Comparando-se os meios MG1 e MG2
observa-se que a presenga de sais conduz a um aumento expressivo na massa celular,
confirmando assim as observagdes feitas anteriormente. Em ambos os casos, o consumo
de lactose é residual (Yx/s'lz 0,1). O meio MG3, com a adi¢do de glicose, aumentou

ainda mais a massa celular e houve o consumo total deste agucar pelo microrganismo
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ap6s 24 horas. Isto indica que o microrganismo a utiliza como fonte preferencial de
carbono por ser facilmente metabolizavel. A substituicdo do soro por lactose PA (MG4)
conduziu a diminuicdo significativa da massa celular, confirmando portanto, que o soro
de queijo contém algum fator importante ao metabolismo do microrganismo que induz
o crescimento da biomassa. Os ensaios MGS5, 6 e 7 apresentam resultados semelhantes
com relacdao ao crescimento de células, indicando que o melhor meio complexo a ser
utilizado ¢ um meio contendo caseina hidrolisada, soro e sais, pois se observa que a
auséncia de um destes componentes ndo conduz a um crescimento celular satisfatorio.
Este resultado foi confirmado por observagdes em microscopio 6tico: houve germinagao
do B. megaterium em todos os meios testados, mas o nimero de células vegetativas nos

meios MGS5, MG6 e MG7 se mostrou bem menor que nos meios MG2 e MG3.

Tabela 4.17: Concentragdo celular e consumo de nutrientes apds 24 horas de cultivo de

B. megaterium com meios complexos na etapa de germinacao.
Meio de Tempo (h) | Concentracdo | Lactose (g/L) | Glicose (g/L) | Caseina (g/L)
Germinagao celular (g/L) (HPLC) (HPLC)
MG1 0 0,1 6,0 49,0
Soro/caseina 24 1,1 5,9 43,0
MG2 , 0 0,1 4,9 51,9
Soro/caseina
/sais 24 6,3 4,3 40,0
WLES) 0 0,1 6,0 4.4 52,3
Soro/caseina
/sais/glicose 24 7,2 49 - 41,2
MG4 0 0,1 5,0 51,1
Caseina/sais
/lactose 24 1,5 5,1 39,6
MGS5 0 0,1 ND ND
Soro/sais 24 0,4 ND ND
MG6 0 0,1 ND ND
Soro/sais/
glicose 24 0,6 ND ND
L) 0 0,1 ND ND
Caseina 24 0,3 ND ND

A seguir, passou-se a estudar o papel dos componentes presentes no meio

complexo padrdo na etapa de produ¢do da enzima. Uma vez constatada a importancia da
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presenca dos sais para aumento da massa celular, estes passaram a ser adicionados em
todos os meios, tanto de germinagdo como de producao.

Nos meios de produgdo testados a seguir foi variada a concentracao de sais, para
verificar se uma concentragdo maior aumentaria o crescimento celular e a produgdo de
PGA. Foram realizadas ao todo dez corridas. Nos ensaios 41 a 45 foram utilizados no
meio de produgdo os mesmos componentes do meio de germinagdo (meios MG2, MG3,
MG4, MGS5, MG6). Os meios de germinagdo e producdo do ensaio 46 tinham também
0s mesmos componentes presentes (a excecdo de AFA), caseina e sais. Nos ensaios 47 a
50, o meio de germinagdo foi fixado (MG2), variando-se os meios de producdo com a
finalidade de se verificar a influéncia da concentracao de sais ¢ de AFA. Vale ressaltar
que estudos anteriores verificaram que a adi¢do de AFA no inicio da etapa de produgdo
ndo afetava o crescimento celular. Para comprovar essa constatagdo, realizou-se um
novo ensaio com AFA adicionado no tempo zero (ensaio 49). Em todos os outros
experimentos, a adicdo de AFA foi apos oito horas de corrida. Os resultados de massa

celular e atividade enzimatica, apds 72 horas, sdo mostrados na Tabela 4.18.

Tabela 4.18: Producao de PGA utilizando diferentes meios complexos.

Ensaio Meio de Meio de Produgao Concentragdo | Atividade
germinagao Celular Enzimatica
(72h - g/L) (72h - UI/L)
41 MG2 Caseina/soro/sais/AFA 5,0 65
42 MG3* Caseina/soro/sais/ 6,9 61
glicose (14g/L)/AFA
43 MG4 Caseina/lactose/ 3,5 55
sais/AFA
44 MGS5 Soro/sais/AFA 1,2 -
45 MG6 Soro/glicose/sais 1,3 -
46 Caseina Caseina/sais/AFA 3,2 55
47 MG2 Caseina/soro/sais(2x) 5,5 80
/AFA
48 MG2 Caseina/soro/sais(4x) 4,4 86
/AFA
49 MG2 Caseina/soro/sais 5,1 67
/AFA(t=0)
50 MG2 Caseina/soro/sais(2x) 4,2 43
/sem AFA

* Glicose foi totalmente consumida.
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Comparando-se os resultados dos ensaios 41 (sem glicose) e 42 (com glicose),
observa-se que o ensaio 42 apresentou maior crescimento celular, com consumo total da
glicose ja nas primeiras 24 horas. O uso preferencial da glicose para crescimento ja
havia sido observado na etapa de producdo do indculo. Entretanto, percebe-se que o
aumento de massa celular nao estd associado a aumento na produgdo de enzima. Uma
possivel explicagdo seria um efeito repressor da glicose, ou seja, enquanto o
microorganismo consome preferencialmente esse agucar, a sintese da enzima ¢
reprimida. Esgotada a glicose, o microorganismo passa a utilizar outra fonte de carbono,
como o hidrolisado de caseina, ajustando o metabolismo para produzir a enzima.

A substituicdo do soro por lactose na etapa de producdo (ensaio 43) diminuiu
também a massa celular. O consumo de lactose foi baixo. A importancia do soro se
deve, portanto, a micronutrientes — e ndo a lactose nele presente. Sabe-se que este
contém quantidades importantes de vitaminas e sais minerais.

A importancia do hidrolisado de caseina fica evidenciada com os resultados dos
ensaios 44-46. A enzima ¢ produzida somente quando o hidrolisado esta presente. No
ensaio 46, onde este ¢ utilizado como Unica fonte de carbono e nitrogénio, a PGA ¢
produzida em niveis similares aos observados quando se utilizou caseina hidrolisada em
conjunto com outras fontes de carbono.

No ensaio 47, onde se dobrou a quantidade de sais, confirmou-se a necessidade
destes para a produgdo de PGA. A adi¢do de sais numa concentragdo duas vezes maior
levou a maiores valores de atividade e valores semelhantes de concentragdo celular.
Esta concentragdo de sais parece ser proxima da necessaria, ja que a utilizagdo de uma
quantidade quatro vezes maior (ensaio 48) ndo melhorou significativamente a produgao.

No ensaio 49, a adicdo do AFA no tempo zero ndo afetou a producdo da enzima
nem o crescimento celular, confirmando o resultado anterior (ensaio 36). Na auséncia
deste, porém, a atividade enzimatica foi reduzida praticamente a metade, confirmando-

se, assim, a importancia do AFA como indutor na produgdo de PGA.

4.1.9 Influéncia de Outros Componentes do Meio de Producio
Apos estudos que permitiram a identificagdo do melhor meio de crescimento e
do papel de diferentes fontes de carbono e nitrogénio no meio de producdo, passou-se a

estudar a influéncia de outras substancias presentes no meio de produgdo da enzima.
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Um dos estudos foi feito para o carbonato de calcio (CaCOs). Sabe-se que com a
presenca de CaCOs ha liberacdo de CO, para impedir a diminui¢do do pH do meio,
quando da adi¢do de AFA. Sendo assim, a analise da evolu¢do do CO, pode induzir a
interpretacdes errdneas, ja que este pode ndo ser proveniente apenas do metabolismo
celular. Entdo, investigou-se a substituicdo do tampao carbonato por tampao fosfato,
que eliminaria falsas interpretagdes com relagdo a esta variavel.

Foram realizados ensaios onde o tampao carbonato foi substituido por tampao
fosfato 50mM pH 7,5. Essa concentragdo e pH foram utilizados porque eram as mais
proximas das condi¢des anteriores para o meio padrao. Em outro ensaio, realizado em
paralelo, substituiu-se novamente o tampao, mas incluiu-se também o CaCl,.2H,0 para
manter quantidades de célcio semelhantes ao meio padrdo. O resultados destes ensaios,
juntamente com um padrdo realizado em paralelo, podem ser vistos na Tabela 4.19. O
ensaio 51 em camara rotativa foi realizado em paralelo ao 5° ensaio no biorreator e seu
resultado serd mostrado juntamente com este.

Para melhor acompanhamento dos ensaios, optou-se por analisar um ponto
intermediario de 12 horas e em alguns casos (como o meio padrdo por exemplo),
finalizar o ensaio em 48 horas. Os resultados mais recentes mostraram nao haver
alteragdes significativas apos 48 horas de ensaio. Em todos esses ensaios, AFA estava
presente desde o inicio da etapa de produgdo.

A tendéncia de aumento de pH, associada ao consumo de peptideos pelo
microrganismo, ¢ um padrdo de comportamento presente em todas as culturas
realizadas. Assim, passou-se a analisar a presenga de amdnia/amonio no meio — que,
como se sabe, resultam do catabolismo de peptideos e aminoéacidos. Para tanto, utilizou-
se o método de Kjeldhal sem, entretanto, promover-se a digestdo acida da amostra.
Desta forma, todo nitrogénio medido serd proveniente dos ions amoénio (¢ de NH; em
equilibrio termodinamico) presentes na solucao.

Pode-se observar os bons resultados obtidos para o meio padrao, F52, que em 24
horas atingiu atividade enzimatica maior que 100UI/L. Resultados na mesma ordem de
grandeza foram obtidos para o meio usando tampao fosfato (ensaio 53). No ensaio 54,
embora a concentragdo celular tenha atingido bons niveis, obteve-se atividade
enzimatica baixa. Uma provavel explicagdo ¢ que pode ter ocorrido inibi¢cdo pelo

cloreto de calcio, pois embora este tenha sido adicionado mantendo as mesmas
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concentragdes de calcio observadas quando se usa tampao carbonato, deve-se lembrar
que o carbonato de calcio ¢ insoluvel a uma concentracdo semelhante de cloreto de

calcio (soluvel); os niveis de calcio serdo muito mais altos no meio no caso do ensaio

F54.

Tabela 4.19: Produgdo de PGA utilizando diferentes meios complexos.

MC Ensaio Tempo | pH Cx A.E. | Proteinas | Lactose | Amonia
(h) (g/L) | (UI/L) | Lowry (g/L) (g/L)
(g/L)
F52 0 7,7 0,7 - 42,2 11,9 0
Caseina Caseina 12 7,9 3,3 56 42,0 11,3 0,3
Soro Soro 24 8,2 4,5 102 40,7 11,7 0,7
sais Sais (2x) 48 87 | 55 108 34,4 11,7 1,6
AFA
F53 0 7,6 0,4 - 44,9 12,2 0
Caseina Caseina 12 7,9 3,0 47 44.6 11,3 0,3
Soro Soro 24 8,2 4,0 76 40,9 11,2 0,7
sais Sais (2x) 48 8,7 | 5.1 94 36,2 11,6 1,5
AFA-Tampao
Fostato
F54 0 7,3 0,7 - 42,1 14,0 0
Caseina | Caseina/soro/ 24 8,2 4,7 26 37,2 13,0 0,8
Soro Sais (2X) 48 8,5 5,2 29 32,9 12,9 1,4
sais | AFA-Tampdo | 72 86 | 54 32 29,9 12,5 2,0
fosfato +
CaCl,.2H,0

C, = concentracao celular (g/L), A.E.= Atividade enzimatica (UI/L)

Outro estudo foi realizado, objetivando principalmente o aumento da massa
celular. Os ensaios foram semelhantes ao grupo anterior, porém testou-se glicerol como
fonte de carbono. No ensaio F55, adicionou-se glicerol ao meio padrao num estudo
semelhante ao realizado com a glicose em ensaios anteriores. No ensaio F56, testou-se a
substitui¢do do soro de queijo pelo glicerol. No ensaio F57, da mesma maneira que no
ensaio 53, substituiu-se o tampao carbonato pelo tampao fosfato, mas incluindo-se ainda
o glicerol. O F58 foi o ensaio padrdo realizado em paralelo com os demais para
comparacao.

Os resultados destes ensaios sdo mostrados na Tabela 4.20. Observa-se pelos
dados que de fato, a adi¢do do glicerol ao meio padrdo promove um maior crescimento
celular mantendo bons niveis de atividade enzimatica. Porém, quando o soro de queijo ¢
omitido (ensaio F56), novamente observa-se que ha uma diminui¢do no crescimento

celular e na atividade enzimatica. Comparando-se os ensaios F55 com F52 e F57 com
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F53, observa-se apods 48 horas que o glicerol aumenta a massa celular, mas este aumento

nao significa aumento de atividade enzimatica.

Tabela 4.20: Resultados obtidos na producao de PGA utilizando diferentes meios

complexos.
Ensaio Tempo | pH Cx A.E. | Proteinas | Lactose | Amdnia
(h) (gL) | (UVL) | Lowry (gL) | (L)
(g/L)
MC F55 0 7,7 0,6 - 44,8 11,5 0
Caseina| Caseina 12 7,7 3,5 52 429 11,3 0,1
Soro glicerol 24 7,5 5,9 46 42,9 11,3 0,1
sais Soro 48 8,0 6,7 100 40,8 11,4 0,6
Sais (2x) 72 87 | 7,7 109 37,4 11,4 1,3
AFA
MC F56 0 7,8 0,5 - 41,3 - 0
Caseina 12 7,8 1,3 28 41,4 - 0,2
Soro Caseina 24 7,7 2,0 28 38,8 - 0,4
sais glicerol 48 7,7 | 27 30 38,7 - 0,5
Sais (2x ) 72 85| 29 48 39,6 - 0,9
AFA
MC F57 0 7,6 0,6 - 43,8 12,6 0
Caseina| Caseina 12 7,8 3,4 37 41,7 12,2 0,1
Soro glicerol 24 7,6 5,4 53 38,2 11,6 0,2
sais Soro 48 7,6 7,1 53 36,2 11,9 0,3
Sais (2x)
AFA- 72 8,2 6,0 66 36,3 11,8 0,5
tampao
T. Fosfato
MC F58 0 7,7 0,7 - 422 11,7 0
Caseina| Caseina 12 8,1 3,4 59 39,7 11,6 0,3
Soro Soro 24 8.4 5,1 95 38,6 11,3 0,7
sais Sais (2x)
AFA

Por problemas experimentais, o padrao (F58) teve uma duracdo de apenas 24

horas, mas os resultados indicam que a concentracdo celular e a atividade enzimatica

alcangariam os mesmos niveis dos ensaios anteriores.

Em todos os ensaios observa-se o baixo consumo de lactose. O pH apresenta

pequenas variacdes, dependendo do tampao que esta sendo utilizado, mas com

comportamentos muito semelhantes, alcangando valores acima de 8 ao final dos

ensaios.

Como ja mencionado, nestes dois grupos de ensaios foi analisada também a

concentracdo de amodnia no meio. Em todos os ensaios realizados, principalmente em

biorreator, tem-se um expressivo aumento do pH ao longo do experimento, que poderia
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estar associado a formag¢dao de amoénia durante o catabolismo dos aminoacidos. Um
efeito de inibicao pela amoénia poderia estar presente. Porém, com os resultados obtidos
em ‘“‘shaker”, parece ndo haver nenhuma relacdo direta entre formacdo de amoénia e

produgdo de PGA, ao menos para a faixa de valores aqui observados (até 1,6 g/L).

4.2 Ensaios em Biorreator — Primeira Etapa

Os ensaios descritos a seguir (1-7) foram realizados em biorreator tipo tanque
agitado e aerado (Bioflo II-C de 5L) com sistema de aquisi¢do de dados e controle. Com
este sistema foi possivel o acompanhamento de varidveis disponiveis em linha, as
chamadas variaveis secundarias (pH, temperatura, oxigénio dissolvido, fracdo molar de
CO; e O3 nos gases de saida).

Antes da padronizagdo do inoculo foi realizado um primeiro ensaio em
biorreator com o microrganismo utilizado no ensaio 12, que apresentara até¢ entdo o
melhor resultado. Este ensaio teve por objetivo principal testar a instrumentagdo a ser
utilizada nas medidas em tempo real de algumas variaveis como pH, fracdo molar dos
gases de saida (CO,, O,), além de verificar a influéncia da concentracdo de oxigénio
dissolvido no processo, uma vez que nos ensaios em camara rotativa nao era possivel
medir e controlar esta varidvel. Utilizou-se o mesmo meio dos ensaios anteriores (MG1
e MP1 sem adi¢do de sais, descritos nos itens 3.2.2 e 3.2.4) e as condi¢des operacionais
adotadas foram baseadas no trabalho de Hojo, 1997:

- aeracdo na faixade 1 a 3 L/min;

- temperatura controlada em 30°C;

- oxigénio dissolvido controlado em 20% da saturag¢@o no inicio do ensaio e 10% apds 8
horas de inoculagao;

- adigdo de acido fenilacético apds 8-10h de inoculagio;

- auséncia de controle de pH.

O volume da fermentacdo foi de 4,45L sendo 4,00L de meio de producdo e
0,45L de indculo. O ensaio teve a duragao de 96 horas, com retirada de amostras em
intervalos aproximados de 4 horas para analise de lactose, biomassa, concentracdes de
proteinas (Métodos Lowry e Bradford) e atividade enzimatica. A Figura 4.11 mostra a

concentragdo celular e atividade enzimatica obtidas apos analises de laboratério, além
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dos valores das variaveis pH e fragao molar dos gases de saida, anotados a cada retirada

de amostra. O resultado das amostras analisadas ¢ mostrado na Tabela 4.21

(A) (B)
©) (D)

Figura 4.11: Resultados experimentais do primeiro ensaio realizado em fermentador. (A)
concentracdo celular e atividade enzimatica (obtidas em analises de laboratério); (B) pH do
meio reacional; (C) concentracdo de CO, nos gases de saida e (D) concentracdo de O,, anotados
a cada retirada de amostra.

A Figura 4.12 mostra os valores de algumas variaveis obtidas com o sistema de
aquisi¢ao. Comparando-se as Figuras 4.11 e 4.12 observa-se que importantes
informacodes sao perdidas quando ndo se tem o acompanhamento continuo das variaveis
de fermentacdo, principalmente o pH e a concentragdo de CO..

Nos gréficos de pH de ambas as figuras observa-se que ha uma variag¢do brusca,
imediatamente apds a adicao de acido fenil acético (AFA). Este comportamento ndo ¢
observado através dos valores obtidos a cada retirada de amostra (Figura 4.11-B), ja que
estas foram obtidas a cada 2 horas no inicio da fermentacdo e a cada 4 h apos a adi¢do
de AFA. Na Figura 4.12-B pode-se observar que através do sistema de aquisi¢do de
dados foi possivel acompanhar as variacdes no pH em intervalos de aquisicao de 2
segundos. Nota-se que apds a queda, este gradativamente retorna para a faixa normal

pela agao do tampao carbonato, que foi adicionado ao meio.

Tabela 4.21: Resultados obtidos na producao de PGA em biorreator.
(1° ensaio)
Ensaio | Tempo | pH | Concentragdo | Atividade | Proteinas | Proteinas | Lactose
(h) Celular Enzimatica Lowry Bradford (g/L)
(g/L) (UI/L) (g/L) (g/L)
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1 In6culo | - 1,7 - 26,9 0,5 4,7
0 8,1 0,2 - 12,4 0,6 14,9
2 8,2 0,4 - 12,6 0,7 14,9
4 8,1 0,4 - 12,4 0,7 15,1
6 8,1 0,7 - 12,3 0,7 15,1
8 8,2 0,7 - 12,0 0,7 14,9
10 8,1 0,9 - 11,7 0,7 14,9
12 7,4 1,0 - 11,4 0,7 15,1
16 7,5 1,2 - 11,6 0,7 15,1
20 7,6 1,4 - 11,4 0,7 14,8
24 7,7 1,4 - 10,9 0,7 14,8
28 7,9 1,5 17 10,8 0,7 14,7
34 8,0 1,6 23 10,5 0,7 14,7
36 8,0 1,7 27 10,5 0,7 14,8
40 8,1 1,7 26 10,6 0,7 14,7
44 8,2 1,8 29 9,4 0,7 14,4
48 8,2 1,8 33 9,4 0,7 14,2
52 8,3 1,9 42 9,6 0,7 14,2
56 8,4 1,9 42 8,9 0,8 14,2
68 8,5 1,6 52 9,0 0,8 14,1
72 8,5 1,6 54 8,3 0,8 14,1
76 8,5 1,8 46 8,4 0,8 14,2
92 8,6 1,7 59 8,2 0,8 14,2
96 8,6 1,7 53 1,7 0,8 14,2

Estas observacdes também servem para os resultados graficos de CO, das

Figuras 4.11-C e 4.12-C. Através da andlise destas figuras observa-se um pico de CO,,

nos valores obtidos com o sistema de aquisi¢do de dados (Figura 4.12-C), logo apds a

adicao de AFA, pico este ndo observado na Figura 4.11-C. Esta evolugdo ¢ devida a

presenca do carbonato de célcio que foi adicionado ao meio para controle do pH. Estes

resultados indicam que a monitorizacdo da concentragdo de CO, pode induzir a

interpretacdes erroneas, se a liberacdo desse gas em decorréncia do efeito tampao do

carbonato de calcio ndo for levada em conta. A evolugdo dessa variavel nado ¢é

conseqiiéncia do metabolismo das células, mas sim da adicao do AFA.
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Figura 4.12: Resultados experimentais do primeiro ensaio realizado em fermentador.
(A) concentracdo celular e atividade enzimatica (obtidas em analises de laboratorio);
(B) pH do meio reacional; (C) concentracio de CO, nos gases de saida e (D)
concentragdo de O,, obtidos pelo sistema de aquisi¢ao de dados.

Com o andamento do cultivo, ha a estabilizagdo do CO,. Em torno de 50-60
horas observa-se uma queda neste, que ¢ acompanhada de uma diminuicdo da
concentragdo celular (Figura 4.12-A) e de uma diminuicdo do consumo de O, (Figura

4.12-D). Os dois perfis estdo sobrepostos na Figura 4.13.
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Figura 4.13: Fracdo molar de CO, e O, nos gases de saida do processo, ensaio 1.
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4.2.1 Ensaios em Biorreator Utilizando Criotubos — Ensaio 2

O segundo ensaio realizado no biorreator convencional utilizou o
microorganismo padronizado. As condig¢des operacionais € os meios foram os mesmos
do ensaio anterior e baseados no trabalho de Hojo, 1997, com exce¢ao da aeracao, que
foi fixada desde o inicio:

- vazdo de aeracgdo de 1 L/min;

- temperatura controlada em 30°C;

- oxigénio dissolvido controlado em 20% da saturacao no inicio do ensaio e 10% apods a
adicdo do AFA (8 horas ap0s o inicio);

- adi¢do de acido fenilacético apds 8-10h de inoculagao;

- auséncia de controle de pH.

O volume da fermentagdo foi de 4,45L sendo 4,0L de meio de producao e 0,451
de indculo. O ensaio teve a duracao de 50 horas com retiradas de amostras em intervalos
regulares de 2 horas no inicio e 4 horas ap6s 12 horas de corrida. Os resultados sdo
mostrados na Tabela 4.22.

Observa-se que este ensaio teve duracdo menor que o primeiro, pois
aproximadamente apds 20 horas o meio de fermentacdo escureceu mais que o normal.
Este fato pode estar associado a algum tipo de contaminacdo, uma vez que a
manipulacdo do microorganismo na camara de fluxo laminar foi realizada em condigdes
precarias de assepsia (auséncia de filtro). Para confirmagdo, foi realizado o
plaqueamento do meio onde se verificou o aparecimento de coldnias contaminantes.

Porém, nada pode ser afirmado conclusivamente, pois o plaqueamento foi realizado nas

mesmas condigdes de assepsia.

Tabela 4.22: Resultados obtidos na producdo de PGA em biorreator utilizando criotubos

(2° ensaio).

Ensaio | Tempo pH | Concentragdo | Atividade | Proteinas | Proteinas | Lactose
(h) Celular Enzimatica | Lowry | Bradford | (g/L)
(g/L) UIL) | (@) | (L)
2 Ino6culo - 1,0 - 33,6 0,6 5,7
0 7,9 0,1 - 38,2 0,9 9,3
2 7,9 0,9 - 38,3 0,9 10,5
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4 7,8 1,2 - 38,1 0,9 9,7
6 7,7 2,1 - 37,9 0,9 10,4
8 7,8 2,9 - 37,1 1,0 10,9
10 7,6 3,7 27 37,3 1,0 10,8
12 7,6 4,9 30 36,5 1,0 9,7
16 8.0 6,2 46 35,4 1,0 9,0
20 8.2 6,7 54 342 1,1 9,2
25 8.4 6,4 69 33,6 1,2 10,4
29 8,5 6,7 78 33,7 1,2 10,9
38 8.6 6,8 48 32,4 1,4 10,0
42 8,7 6,5 44 32,2 1,3 10,9

f§94ﬂ 8.8 6,3 46 31,3 1,4 -

L L I
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A Figura 4.14 mostra os valores das varidveis obtidos com o sistema de

aquisicao de dados.

Através do sistema foi possivel acompanhar o pico de CO, decorrente da adi¢ao

do AFA, que logo retorna a faixa normal pela acdo do tampao carbonato adicionado

para controle de pH. Nota-se que ocorreu uma evolu¢do do CO; decorrente do

crescimento celular até aproximadamente 15 horas de processo (desconsiderando o

pico). Neste momento o CO, comegou a declinar sensivelmente, quando se encerrava a

fase de crescimento celular. A provavel contaminag¢ao provocou uma queda acentuada

do COz.
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Figura 4.14: Resultados experimentais do segundo ensaio realizado em fermentador.
(A) concentragdo celular e atividade enzimatica (obtidas em anélises de laboratério);
(B) pH do meio reacional; (C) concentracdo de CO, nos gases de saida e (D)
concentragao de O,, obtidos pelo sistema de aquisi¢ao de dados.

O comportamento do pH do meio foi semelhante ao do ensaio anterior,
apresentando uma queda acentuada ap6s a adicdo do AFA e aumentando
gradativamente com o decorrer da fermentacdo, atingindo um valor final de
aproximadamente 8,8.

A massa celular obtida, comparada ao ensaio anterior, foi cerca de trés vezes
maior, mas a possivel contaminacao deixa duvidas acerca destes valores.

O oxigénio dissolvido foi controlado em 20% da saturagdo no inicio do ensaio e
10% apos a adigdo do AFA. Para isto fixou-se a vazao de ar em 1L/min e utilizou-se o
controle automatico da agitacdo. O oxigénio dissolvido de ambos os ensaios ¢ mostrado

na Figura 4.15.
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Figura 4.15: Dados experimentais do oxigénio dissolvido monitorados pelo sistema de
aquisicao de dados. (A) primeiro ensaio; (B) segundo ensaio.

Os dois ensaios descritos acima foram realizados na etapa inicial deste trabalho,
antes dos testes de adi¢do de sais ao meio, com os meios MG1 e MP1 (descritos no
capitulo 3 - sem sais). Estes ensaios preliminares foram usados para a programacao dos

ensaios que se seguiram. Além disso, permitiram um contato direto com toda a
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preparagao experimental necessaria € com a inicializagao dos acessorios associados ao

sistema.

4.2.2 Ensaio 3

O terceiro ensaio apresentou algumas modificagdes no meio de cultivo, em
relagdo aos ensaios 1 e 2, sugeridas pelos experimentos realizados em camara rotativa.
Os meios utilizados foram os que forneceram os melhores resultados nos estudos dos
requerimentos nutricionais do Bacillus megaterium, a saber:

- meio de crescimento: caseina, soro, sais (concentragdes, vide item 3.2.2).

- meio de produgdo: caseina, soro, CaCO; e AFA (concentragdes, vide item 3.2.5),
incluindo-se solu¢do de sais 2 vezes mais concentrada que o padrdo inicial (Illanes
et al., 1994) e com AFA sendo adicionado desde o inicio da etapa de produgdo (ou
seja, no tempo zero do ensaio em biorreator).

As condig¢des operacionais foram proximas das utilizadas nos ensaios anteriores,
com diferengas no controle de oxigénio dissolvido e na adi¢cdo do AFA:

- vazdo de aeracgdo de 1 L/min;

- temperatura controlada em 30°C;

- oxigénio dissolvido sem controle nas primeiras horas, controlado em 20% da saturagao

apos 10 horas e em 10% da saturagdo apods 15 horas;

- adi¢do de acido fenilacético no inicio do cultivo;

- auséncia de controle de pH.

O volume da fermentagdo foi de 4,45L sendo 4,0L de meio de producao e 0,451
de indculo. O ensaio teve a duracao de 72 horas com retiradas de amostras em intervalos
regulares de 2 horas no inicio e 4 horas apos 12 horas de corrida. A Tabela 4.23
apresenta os resultados das analises realizadas em laboratdrio e a Figura 4.16 mostra os
resultados graficos da atividade enzimatica e concentragdo celular (A), do pH (B) e das

concentragdes de CO; (C) e O (D) nos gases de saida.

Tabela 4.23: Resultados obtidos na produgdo de PGA em biorreator utilizando criotubos

(3° ensaio).
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Ensaio | Tempo pH | Concentragdo | Atividade | Proteinas | Proteinas | Lactose
(horas) Celular Enzimtica | Lowry |Bradford | (g/L)
@l) | (UIL) | gL) | (gL)
3 Pré- - 6,7 - 33,6 0,32 5,7
inoculo

In6culo | 84 5,8 - 30,8 0,52 6,0
0 7,9 0,6 - 43,9 0,98 12,3

2 7,9 0,6 - 42,7 0,98 12,4

4 7,9 1,0 - 43,4 0,98 12,5

6 8,0 1,1 - 43,8 0,94 13,5

8 7,8 0,9 - 42,2 0,95 13,0

10 8,0 1,4 - 43,1 0,95 13,2

12 7,9 1,9 34 43,2 0,98 13,1

17 8,3 4,9 50 42,0 0,99 13,5

20 8,6 6,1 54 38,0 1,03 13,2

24 8,9 7,2 58 36,1 1,03 12,8

28 8,9 6,4 50 33,9 1,1 13,5

37 9,0 6,5 55 34,1 1,13 13,0

41 9,0 6,2 54 34,2 1,1 12,3

44 9,0 6,4 64 34,1 1,12 12,8

48 9,0 6,2 53 34,4 1,09 13,0

62 9,1 6,3 60 33,4 1,09 13,2

64 9,1 6,2 61 34,0 1,13 13,5

68 9,2 6,1 56 34,0 1,17 13,4

72 9,2 6,5 56 34,2 1,12 13,0

Diferentemente dos ensaios anteriores, nestes foi realizada uma etapa adicional
de crescimento do microrganismo. Como o volume de meio no fermentador ¢ muito
maior que em camara rotativa, na etapa de germinacao ¢ necessario o uso de um volume
maior de meio e de solugcdo de esporos. Entdo, para ndo se utilizar muitos criotubos
nesta etapa, resolveu-se preparar um pré-indculo com 75mL e 1 criotubo. Apos 24 horas
eram retirados cerca de 15mL para cada erlenmeyer contendo 150mL de meio de
germinagdo. Estes eram mantidos por mais 24 horas e transferidos ao fermentador para

dar inicio a etapa de produgdo
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Figura 4.16: Resultados experimentais do terceiro ensaio realizado em fermentador. (A)
concentragdo celular e atividade enzimatica (obtidas em andlises de laboratorio); (B) pH
do meio reacional; (C) concentracao de CO; nos gases de saida e (D) concentracdo de
O,, obtidos pelo sistema de aquisicao de dados.

Pela Figura 4.16-A observa-se que nas primeiras horas houve uma limitagao do
crescimento do microrganismo pelo oxigénio dissolvido (Figura 4.17) que em menos de
10 horas ja tinha diminuido para 10% da saturacdo. Esta condi¢do de agitagdo implicou
um patamar de concentracdo de CO,, decorrente da inibicdo do crescimento celular.
Quando se observou tendéncia de queda desses varidveis logo no inicio do ensaio (em
torno de 10 horas), retomou-se o controle do oxigénio dissolvido em 20% da saturacdo
(condicao utilizada nos ensaios anteriores). Pode-se observar que apos a retomada desse
controle o microrganismo apresentou um crescimento exponencial até aproximadamente
24 horas. Verificou-se que esta condi¢do no inicio do ensaio favoreceu o crescimento
celular logo nas primeiras horas de cultivo.

No inicio do ensaio ndo se utilizou o controle do oxigénio dissolvido e fixou-se a
agitacdo em 300 rpm (Figura 4.17). O objetivo principal desta medida foi manter as
condi¢cdes mais proximas possiveis dos ensaios em camara rotativa, que haviam
apresentado melhor produtividade com relacdo aos realizados em biorreator. Sendo
assim, fixando-se a agitacdo, tentou-se reproduzir as condi¢des de aeracao do “shaker”.

Nos ensaios em fermentador descritos a seguir a adicdo de AFA e a corre¢do do
pH foram feitas no inicio da corrida. Assim, o pico que se observa aqui na concentracao

de CO;, (com o decorrente vale na de O,) ¢ conseqiiéncia do metabolismo celular. Nota-
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se ainda que a comparagdo entre os niveis de massa celular e de CO, entre o primeiro e
o terceiro ensaios no biorreator indicam claramente a importancia da adicdo dos sais
minerais ao meio de cultura.

Com a adicdo de AFA no inicio do cultivo, observa-se que ndo ha mais a
formag¢ao de um pico indesejavel em torno de 10 horas para as varidveis CO; e pH. Sem
a influéncia do AFA, observa-se que durante a fase de crescimento exponencial do
microrganismo ocorre um decréscimo do pH, que coerentemente apresenta menor valor
no momento onde a producao de CO, ¢ méaxima (Figura 4.16).

Apds 24 horas houve uma estagnagdo no crescimento celular (Figura 4.16-A),
em torno de 6,0g/L, acompanhada de um patamar na atividade enzimatica, que nao
ultrapassou a faixa de 60UI/L. Observa-se novamente que a atividade obtida em
biorreator ndo alcangou os indices dos ensaios em cdmara rotativa (em torno de
100UI/L). Segundo estudos realizados por Visnard, 1997, ha uma forte correlagao entre

a concentracao de oxigénio, concentracao celular e produgdo de enzima.
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Figura 4.17: Dados experimentais de oxigénio dissolvido e agitag¢do (3° ensaio).

Outra possivel causa para a estagnacao do crescimento celular e da atividade
enzimatica apds 30 horas de ensaio poderia ser a inibicdo do microrganismo pela
forma¢do de amoénia produzida durante a metabolizagdo dos aminoacidos. Esta

formagao provocaria o aumento do pH ao longo do cultivo.
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Esta possibilidade motivou a realizagdo do quarto ensaio, onde o pH seria

controlado ap6s 24 horas do inicio do cultivo. com HCI 5M.

4.2.3 Ensaio 4

No quarto ensaio o meio de fermentagcdo e as condigdes experimentais foram
iguais ao ensaio anterior, com diferenca apenas no controle do oxigénio dissolvido em
20% da saturagao desde o inicio. Como se observou em estudos anteriores em camara
rotativa e no 3°ensaio em biorreator, a adigdo de AFA em t=0h nao inibiu o crescimento
celular, e este passou a ser adicionado sempre no inicio do processo de produgdo. Os
valores das analises realizadas estdo apresentados na Tabela 4.24.

O ensaio teve duragdo de 51 horas. Da mesma maneira que no caso anterior, a
massa celular e a atividade enzimatica estacionaram em torno de 24 horas. Além disso,
nao foi possivel o controle do pH devido a imprevistos experimentais. A Figura 4.18

mostra o resultado das principais variaveis de fermentacao.

Tabela 4.24: Resultados obtidos na produg@o de PGA em biorreator utilizando criotubos
(4° ensaio).

Ensai | Tempo pH | Concentacdo | Atividade | Proteinas | Proteinas | Lactose
0 (horas) Celular Enzimtica | Lowry | Bradford | (g/L)
(10 (UIL) 10 (18
4 | Pré- - 7,04 - 39,0 0,53 7,0
inoculo
In6culo | 84 6,8 - 36,2 0,34 6,2
0 7,9 0,7 - 48,6 0,84 15,5
2 7,9 0,6 - 49,2 0,83 15,6
4 7,9 1,4 - 47,2 0,86 15,8
6 8,0 2,9 - 45,3 0,86 15,6
8 7,8 5,0 - 44,4 0,9 15,8
10 8,0 6,3 - 43,0 0,94 14,8
12 7,9 7,8 47 39,8 0,93 15,1
17 8,3 8,5 49 37,7 1,01 14,6
20 8,6 8,4 47 38,5 1,0 14,9
24 8,9 7,1 53 38,0 1,02 14,8
28 8,9 6,9 54 38,7 1,08 14,6
31 9,0 7,6 56 38,0 1,0 14,8
36 9,0 7,5 53 38,5 1,0 14,8
47 9,0 7,2 47 38,0 1,04 14,6
51 9,0 7,4 41 37,8 1,0 14,6
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Como a concentragdo de oxigénio dissolvido foi mantida inicialmente em 20%
da saturagdo, ndo se observou fase de adaptagdo inicial como ocorreu no terceiro ensaio
e a massa celular atingiu um crescimento exponencial logo nas primeiras horas. No
entanto, a atividade enzimatica manteve os mesmos niveis (em torno de S0UI/L)
atingindo este valor em aproximadamente 12 horas (Figura 4.18-A).

Apds 10 horas do inicio do cultivo a concentracdo de oxigénio dissolvido foi
diminuida para 10% da saturacdo (Figura 4.19). Para manter essa condi¢do de saturagao,

a agitacao d1m1nu1 automatlcamente e dependo das condigdes de crescimento e
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Figura 4.18: Resultados experimentais do quarto ensaio realizado em fermentador. (A)
concentragdo celular, atividade enzimatica e concentracdo de AFA (obtidas em analises
de laboratério); (B) pH do meio reacional; (C) concentragdo de CO; nos gases de saida
e (D) concentracdo de O,, obtidos pelo sistema de aquisi¢do de dados.

80

o
o
L
=3
=3
S

Agitagao (rpm)

400

IS
o

Oxig. dissolvido (% saturagdo)

200

T T T T T T
0 10 20 30 40 50
Tempo (horas)

Figura 4.19: Dados experimentais do oxigénio dissolvido e agitagdo (4° ensaio).

A partir desse ensaio passou-se a analisar a concentracdo de AFA via
cromatografia por exclusao de tamanho em equipamento HPLC Shimadzu® com
coluna Pharmacia Biotech Superdex ™ Peptide HR 10/30 (Figura 4.18-A). Da analise da
concentragdo de AFA ao longo do tempo, observou-se que este ¢ totalmente consumido
nas primeiras horas de cultivo. O AFA ¢, portanto, substrato facilmente metabolizavel.

A variavel CO, (Figura 4.18-C) apresenta nas primeiras horas uma elevac¢ao que
coincide com o crescimento exponencial do microrganismo e seguida de um
decaimento. Uma segunda elevag¢do, menos pronunciada e que coincide com o pico de
massa celular, ¢ observada, em decorréncia de variagcdes ocorridas na agitagdo, para
manter o controle do oxigénio dissolvido (como ja se fazia notar no ensaio 3, vide

Figura 4.16-C).

4.2.4 Ensaio 5
Foi realizado um quinto ensaio em biorreator nas mesmas condi¢des do ensaio
anterior, com excecdo do oxigénio dissolvido, que foi controlado em 20% da saturagdo

em todo o ensaio. Como no ensaio anterior, foi observado que a agitagdo parou para
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manter os 10% da saturacdo, decidiu-se manter o valor em 20% para evitar essa parada.
A Tabela 4.25 mostra os resultados experimentais.

Como no ensaio anterior verificou-se a exaustdo do AFA em torno de 8-10 horas
através da analise do meio em HPLC, resolveu-se neste 5° ensaio suplementar, apds 8
horas, uma pequena vazdo de AFA ao meio. Um dos principais objetivos foi o aumento
de massa celular e conseqiientemente da atividade, pois o consumo do AFA coincidiu
com a fase de crescimento exponencial do microrganismo (Figura 4.18). O outro
objetivo seria a manuten¢ao do pH em torno de 8 para evitar um aumento excessivo
desta variavel que pode acarretar inibi¢do na producdo da enzima. O AFA tinha uma
concentragcdo 10 vezes maior que o utilizado no inicio (27g/L) e foram adicionados ao
todo cerca de 800 mL de solugdo de AFA até aproximadamente 48 horas de cultivo com
uma velocidade de alimentagdo de 0,33mL/min. Como ndo se observou melhora
significativa apds este tempo, parou-se a adicdo do AFA. Os resultados sdo mostrados
na Figura 4.20. Observa-se que apds 20 horas ha um actiimulo consideravel de AFA no

meio, que coincide com a estagna¢do da concentragdo celular e da atividade enzimatica.

Tabela 4.25: Resultados obtidos na producao de PGA em biorreator utilizando criotubos
(5° ensaio).

Ensai | Tempo | pH | Concentracdo.| Atividade | Proteinas | Proteinas | Lactose| Amonia
) (horas) Celular Enzimdtica. | Lowry | Bradford | (g/L) gL
18 (UIL) 10 18
5 |Pré- - 7,2 -
in6culo

Inoculo | - 6,3 - 32,3 0,5 6,0 1,1

0 7,7 0,3 - 45,1 0,9 13,9 | 0,05

2 7,8 1,0 - 45,6 0,9 13,7 | 0,05

4 7,9 1,7 - 44,5 1,0 13,3 0,05

6 7,8 3,5 - 42,1 1,0 13,7 0,2

8 8,1 5,8 30 41,2 1,0 13,7 0,2

10 8,2 6,5 48 37,7 1,0 13,8 0,6

12 8,3 7,7 47 35,3 1,0 13,7 0,9

16 8,6 7,8 56 31,5 1,1 13,1 1.4

20 8,9 7,3 41 29,5 1,0 13,5 1,4

24 8,9 6,8 57 29,7 1,0 13,2 1,3

28 8,9 6,4 48 29,7 1,1 12,7 1,2

32 9,0 6,6 - 29,2 1,1 12,9 1,2

36 9,0 6,7 57 29,4 1,1 12,8 1,1

48 9,1 5,2 43 27,9 1,1 12,8 1,1
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\ | 52 Jo1| 51 | 49 | 277 | 1,1 |1266] 12 |

A tentativa de manter o pH em torno de 8 ndo deu certo, pois além do carbonato
que estava presente no meio, a concentragdo de AFA era muito baixa para manter o pH
em determinado valor. Sendo assim, este apresentou comportamento semelhante aos

dois ensaios anteriores (Figura 4.20-B). Mesmo controlando o oxigénio dissolvido em
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Figura 4.20: Resultados experimentais do quinto ensaio realizado em fermentador. (A)
concentracao celular, atividade enzimatica e concentragao de AFA obtidas em analises
de laboratorio; (B) pH do meio reacional; (C) concentragdo de CO; nos gases de saida;
(D) concentragao de O,, obtidos pelo sistema de aquisi¢ao de dados.
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Figura 4.21: Dados experimentais do oxigénio dissolvido adquiridos pelo sistema de
aquisicdo de dados (5° ensaio).

Paralelamente a este ensaio em biorreator foi realizado um ensaio em camara
rotativa para saber se os baixos indices de atividade enzimatica encontrados nos trés
ensaios seguidos eram por causa das condi¢gdes operacionais ou a perda da capacidade
do ultimo lote de criotubos.

O pré-inoculo para os dois ensaios € os meios utilizados foram os mesmos. Os
resultados do ensaio sdo apresentados na Tabela 4.26. Pode se observar que os valores
das atividades enzimaticas estdo na faixa dos valores obtidos nos ensaios anteriores em
camara rotativa utilizando-se as mesmas condi¢des. A concentragdo celular dos ensaios
em camara rotativa ¢ menor que no fermentador, mas a atividade enzimatica ¢ maior.
Isto confirma que ndo houve perda da capacidade produtiva deste lote de criotubos,
indicando assim que a produ¢do da enzima continua limitada por algum nutriente ou
ndo se obteve ainda a concentracdo de oxigénio dissolvido ideal para as condigdes do
biorreator.

A andlise da amodnia confirma que uma concentracdo maior ndo significa

atividade enzimatica mais baixa, o que pode ser visto comparando-se os dois ensaios. O
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ensaio em biorreator, embora tenha ao longo do tempo uma concentragdo menor de

amonia, apresentou baixos niveis de atividade.

Tabela 4.26: Resultados obtidos na produg¢do de PGA em camara rotativa (ensaio
realizado em paralelo com o 5° ensaio no biorreator).

Ensaio | Tempo| pH | Conc. | Atividade | Proteinas | Proteinas | Lactose | Amonia
(h) celular | Enzimatica| Lowry | Bradford | (g/L) | (g/L)
(g/L) (UVL) (€:20)) g/
MC F51 0 0,8 - 42,1 0,9 13,2 0,1
Caseina | Caseina 12 7,9 3,2 41 41,8 1,0 13,0 0,5
Soro Soro 24 4.4 71 39,1 1,0 12,8 1,0
sais | Sais (2x) | 48 4,9 102 36,7 1,0 12,4 1,8
AFA 72 5,0 104 35,8 1,0 12,5 1,8
(t=0)

4.2.5 Ensaio 6

Como os ensaios em biorreator foram realizados entre um ensaio € outro em
camara rotativa, foi utilizado em cada um o melhor meio obtido até o0 momento. Sendo
assim, nos dois ensaios que se seguiram utilizou-se 0 mesmo meio padrao dos ensaios
anteriores com pequenas diferencas nas condigdes experimentais. Estas diferencas
foram oriundas das analises do comportamento das varidveis obtidas em linha dos
ensaios anteriores em biorreator.

As condi¢oes adotadas, foram:
- vazao de aeragao de 2L/min;
- temperatura controlada em 30°C;
- sem controle de oxigénio dissolvido;
- adi¢do de acido fenilacético no inicio do cultivo;
- controle de pH em 8 apds 10 horas de cultivo

Problemas no eletrodo impediram o controle de oxigénio dissolvido. Sendo
assim, fez-se necessario fixar a agitacdo e o critério adotado foi baseado nos ensaios
anteriores. O controle do pH neste ensaio foi motivado principalmente pela estagnagao
do crescimento celular e da atividade enzimatica dos ensaios anteriores. Um dos
motivos desta estagnagdo poderia ser a inibicdo do microrganismo pela formagao de
amonia produzida durante a metabolizagdo dos aminodcidos. Esta formacdo de amodnia

provocaria o aumento do pH ao longo do cultivo.
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O volume da fermentagdo foi de 4,45L sendo 4,0L de meio de producao e 0,451
de indculo. O ensaio teve duragdao de 48 horas com retiradas de amostras em intervalos
regulares de 2 horas no inicio e 4 horas apds 14 horas de corrida. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 4.27.

O ensaio teve uma duragdo de 48 horas pois da mesma maneira que os anteriores
os niveis de atividade enzimatica foram reduzidos, apresentando neste uma queda bem
acentuada apos 24 horas. Mas entre 10 e 14 horas a atividade atingiu o valor de 95UI/L
nunca antes conseguido em biorreator. As varidveis obtidas pelo sistema de aquisi¢do
sdo mostradas na Figura 4.22.

A Figura 4.22-A mostra as concentragoes de células e de AFA além da atividade
enzimdtica. Pode-se observar que o AFA ¢ totalmente consumido nas primeiras 15
horas de cultivo. Uma hipotese para a queda acentuada da atividade enzimadtica poderia
ser a producdo de proteases pelo microrganismo; as proteinas do soro de queijo e da
caseina podem estar induzindo a producdao destas para a quebra das proteinas em

aminoacidos.

Tabela 4.27: Resultados obtidos na produ¢ao de PGA em biorreator utilizando criotubos
(6° ensaio).

Ensaio | Tempo pH | Concentraca | Atividade | Proteinas | Lactos
(h) o celular | enzimatic | Lowry |e(g/L)
(g/L) a (g/L)
(UI/'L)
6 Pré- - 6,8 - - -
indculo
Inoculo - 6,5 - 33,7 6,1
0 7,93 0,6 - 47,5 14,9
2 7,97 1,0 - 47,6 14,6
4 7,95 1,6 - 46,9 14,4
6 8,03 23 - 47,1 14,3
8 8,13 3,3 56 47,4 14,4
10 8,09 4,8 73 43,8 13,6
14 8,16 6,8 95 42,4 13,4
16 8,15 7,2 62 39,5 13,6
20 8,13 8,2 60 37,7 13,6
24 8,1 8,8 46 31,6 13,6
28 8,09 8,3 50 29,1 13,5
32 8,11 8,3 42 29,4 13,3
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O controle do pH foi iniciado em torno de 10 horas quando este atingiu o valor

de pH 8. A Figura 4.22-B mostra que o controle foi eficiente mantendo este em torno do

valor estipulado. Como ap6s as 33 horas a atividade ja tinha decaido consideravelmente

resolveu-se passar o controle de pH para 7,5 apenas para verificar o efeito desta

diminuic¢ao no cultivo.

o

As Figuras 4.23 e 4.24 mostram as varias varidveis num mesmo grafico para
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facilitar a analise dos efeitos destas sobre o crescimento celular e a atividade enzimatica.

Pela Figura 4.24 ¢ possivel acompanhar como a varidvel agitagdo foi modificada

ao longo do ensaio. Até aproximadamente 8 horas esta foi fixa em 450 rpm. Neste

momento se observou estagnagdo do CO; e decidiu-se aumentar a agitagao para 600

rpm, que foi o valor maximo atingido nos ensaios 4 e 5 para manter o oxigénio

dissolvido em 20% da saturagdo. Estes valores de agitacdo podem ter limitado o

oxigénio dissolvido favorecendo a producdo de PGA nas primeiras 15 horas.
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Figura 4.22: Resultados experimentais do sexto ensaio realizado em fermentador. (A)
concentragao celular, atividade enzimatica e concentracao de AFA (obtidas em analises
de laboratério); (B) pH do meio reacional; (C) concentracdo de CO, nos gases de saida
e (D) concentragdo de O,, obtidos pelo sistema de aquisi¢do de dados.
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Figura 4.23: Concentragao celular, atividade enzimatica, pH e fragdo molar de CO,.
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4.2.6 Ensaio 7
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No sétimo ensaio os meios de fermentacao e as condigdes experimentais foram
iguais ao ensaio anterior, com diferenga apenas no controle do oxigénio dissolvido.
Como citado anteriormente, no sexto ensaio ndo houve controle do oxigénio dissolvido
por problemas no eletrodo. Sendo assim, foi necessario fixar a agitacdo que foi variada
de acordo com o andamento do ensaio. A limitagao do oxigénio dissolvido imposta pela
agitacdo pode ter beneficiado a produg¢do de PGA nas primeiras 15 horas. Optou-se
assim, mesmo com controle de oxigénio dissolvido disponivel, por utilizar as mesmas
condigdes de agitagdo do sexto ensaio e apenas acompanhar a variacdo de OD ao longo
do tempo.

O volume da fermentagdo foi de 4,45L sendo 4,0L de meio de producao e 0,451
de indculo. O ensaio teve a duracao de 42 horas com retiradas de amostras em intervalos
regulares de 2 horas no inicio e 4 horas apos 14 horas de corrida. A Tabela 4.28 mostra
os valores das principais analises realizadas em laboratdrio.

Comparando-se os resultados das Tabelas 4.27 e 4.28 observa-se que o
crescimento celular nos dois ensaios foi semelhante, em torno de 8,5g/L. A atividade
enzimatica teve também um valor maximo em 14 horas, mas abaixo do ensaio anterior.
A Figura 4.25 mostra as varidveis monitoradas durante o cultivo.

O consumo de AFA se da nas primeiras 12 horas (Figura 4.25-A). Isto indica
que o AFA esta sendo utilizado também como fonte de carbono pelo microrganismo.

O pH, diferentemente do ensaio anterior, demorou um pouco mais para atingir o
valor 8, em torno de 13 horas, quando se iniciou o seu controle (Figura 4.25-B). O
efeito conjunto das variaveis sobre a concentracdo celular e a atividade enzimatica ¢

mostrado nas Figuras 4.26 ¢ 4.27.

Tabela 4.28: Resultados obtidos na produg@o de PGA em biorreator utilizando criotubos
(7° ensaio).

Ensaio | Tempo pH | Concentraca | Atividade | Proteinas | Lactos
(h) ocelular | enzimatic| Lowry |e(g/L)
(g/L) a (g/L)
(UI/L)
7 Pré- - 59 - 29,3 -
indculo
Inoculo - 6,4 - 25,8 7,4
0 74 0,53 - 45,7 15,8
2 7,63 1,0 - 45,5 15,8
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4 7,68 1,0 23 46,4 15,9
6 7,68 2,0 38 46,2 15,9
8 7,84 3,2 36 45,7 15,5
10 7,84 4,5 45 45,0 15,9
12 8,09 6,2 68 42,5 15,8
14 8,07 7,1 70 37,4 15,5
16 8,09 8,2 49 34,8 15,5
19 8,15 9,0 51 30,2 14,3
22 8,15 8,6 48 26,6 13,7
27 8,12 8,2 56 26,3 13,3
42 8,30 8,1 45 19,6 13,4

E importante lembrar que nos ensaios 6 e 7 nido foi utilizado CaCO; para

tamponar o meio, pois com o AFA adicionado no inicio ndo se tem mais 0 pico

indesejavel em 10 horas e portanto ndo se faz mais necessario o seu uso.

Tentou-se neste cultivo reproduzir as condi¢des de agitacdo do sexto ensaio,

+4 comg pode ser obsérvado na Figura 4.27. A diminuigdo desta entre 4 ¢ 8 horas foi
Y. ocasi%dap\orp::g mas operacionais. Nesta agitacdo, o meio comecou a formar

A - i
esputa e foi necess
da agitagdo, o oxigé

aumento da agitacag

*—R

L

ICy

5. e . . e
o diminui-la para a adi¢cdo de antiespumante. Com a diminui¢ao

[
de aﬁu’nat

0
® dissolvido apresentou uma queda que logo se restabelece com o
3 <

|

3 Apos 8 horas a agitacdo foi elevada novamente para 450 rpm.

88 8

16 2 Obsérva-sé novamente que as mudangas iniciais na agita¢do influenciaram o

Tempo (horas)
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Figura 4.25: Resultados experimentais do sétimo ensaio realizado em fermentador. (A)
concentracao celular, atividade enzimatica e concentragao de AFA obtidas em analises
de laboratorio; (B) pH do meio reacional; (C) concentragdo de CO; nos gases de saida;
(D) concentragdo de O, obtidos pelo sistema de aquisi¢ao de dados.
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Figura 4.27: Oxigénio dissolvido, agitacao, concentragao celular e atividade enzimatica.

Em todos os ensaios realizados nesta primeira etapa, acreditava-se que os meios
contendo caseina hidrolisada enzimaticamente eram melhores para o aumento da
concentragdo celular e da produgdo da enzima. Porém, como veio a se notar, nos ensaios
que serdo descritos a seguir, 0 meio contendo aminoacidos livres beneficiou a produgao
de PGA apesar do menor crescimento celular. Os resultados desses novos ensaios serao
mostrados e analisados nos itens a seguir € um resumo dos resultados obtidos nas duas

etapas sera mostrado no final do capitulo.

4.3 Ensaios em Camara Rotativa — Segunda Etapa
4.3.1 Ensaios com aminoacidos

Dando continuidade aos ensaios experimentais para determinar requerimentos
nutricionais do Bacillus megaterium, foram testadas outras formula¢des de meio com o
objetivo de encontrar aquele que levasse a melhores resultados de atividade enzimatica.
O meio padrao utilizado antes manteve a atividade enzimatica em torno de 100UI/L.

Da analise de resultados anteriores observou-se que a manutengdo do tempo do
ensaio de producdo por 72h ndo se fazia necessaria uma vez que em 48 horas ja se
obtinha praticamente um patamar de atividade. Apds 72h ndo se observava nenhum
aumento significante desta, que justificasse a continuidade do ensaio. Sendo assim,
optou-se por um tempo de ensaio de producao em torno de 48h. Para os ensaios em
camara rotativa foi incluida uma retirada de amostra no tempo de 10h.

Como evidenciado em resultados anteriores, o soro de queijo ¢ importante para o
crescimento do microrganismo, apesar do baixo consumo da lactose presente no soro.
Sendo assim, novos ensaios de producdo de PGA foram realizados usando soro de
queijo liquido (um sub-produto das industrias de laticinios) hidrolisado com Alcalase®.
Resultados pouco satisfatorios foram obtidos nestes ensaios. O padrdo realizado em
paralelo obteve valores acima dos demais, porém na mesma faixa dos anteriores. Esses
resultados nao sao mostrados devido a baixa produtividade alcangada.

Na primeira parte desta tese foram mostrados resultados de alguns ensaios

utilizando aminodcidos tanto no meio de germinagdo como no de producdo. Quando
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utilizado meio de crescimento sintético com lactose ndo se observou germinacao dos
esporos. Quando o indculo foi transferido para o meio de producdo padriao, este
apresentou valores de atividade enzimatica de acordo com os anteriores para o padrao,
mostrando que o microrganismo germinou somente quando transferido para este meio.
Isto ficou evidenciado apds ensaio realizado com aminoacidos nos dois meios, onde nao
houve praticamente a germinagao dos esporos e conseqlientemente producao da enzima.
A partir destas constatagdes resolveu-se realizar mais uma série de ensaios com
aminodcidos, desta vez promovendo a prévia germinag¢do do microrganismo no meio de
crescimento complexo e apds isso inoculando no meio de produgdo sintético. Vale
ressaltar também que nos ensaios anteriores, em busca de um meio o mais sintético
possivel, foi utilizada a lactose ou glicose como fonte de carbono. Nestes novos ensaios,
no entanto, foi utilizado apenas soro de queijo, que carreia a lactose a ele associada para
o meio de cultivo. A composi¢do de AA nos meios de crescimento e producio seguiu a
composi¢do da caseina. Os aminodcidos presentes nos meios e as respectivas
concentragdes sao mostrados no item 3.2.2. O esquema desses novos ensaios ¢ mostrado
na Figura 4.28. Observe-se que trés concentragdes diferentes de aminodcidos foram

usadas, para se verificar o efeito de inibigao.

Idfeie de cresciments
Melopitat_:ggscunento sintético 3
AA-10g/L, soro,5als
(caseina, soro e sais) ( el

A (34 A8 (10g/L) AA (201 Ak (10T
Sore Soro Soro Sore
Saiz2x Sals(2H) Sals (29 Sais (20
AFA AFA AFA
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Figura 4.28: Esquema dos meios contendo aminoacidos utilizados nos ensaios de

producao de PGA.

A Tabela 4.29 mostra o resultado das fermentacdes contendo aminoacidos e soro
de queijo. As amostras neste grupo foram retiradas nos tempos 0, 24 e 48 horas. Nos
trés primeiros ensaios, onde o meio de crescimento foi o meio padrdo, observa-se um
baixo crescimento celular acompanhado de baixa atividade enzimatica. Porém no ensaio
F9 onde se utilizou meio semi-sintético no crescimento ¢ na producdo, observa-se alta
atividade enzimatica mesmo para um crescimento celular pequeno. Este nivel de
atividade, nunca alcangado antes, confirma a importancia do soro de queijo, ja que na
sua auséncia os resultados sempre ficaram abaixo do esperado.

Outro fator importante a se levar em conta ¢ que pode ter contribuido para a
melhoria na produtividade ¢ a concentragdo de aminoacidos utilizada. Em todos os
ensaios anteriores (na presen¢a de aminodcidos) utilizaram-se aminodcidos na mesma
concentragdo da caseina, 50g/L. Nos atuais foram utilizadas concentra¢cdes menores,
como pode ser visto na Figura 4.28. Provavelmente em todos os ensaios realizados
anteriormente houve inibigdo causada pela alta concentragao dos aminoacidos.

Por conta do resultado obtido no ensaio F9 resolveu-se repetir o ensaio para
confirmagdo. Para isso foram realizados mais dois ensaios, utilizando o mesmo meio de
crescimento do ensaio F9 e mesmo meio de producdo, que se diferenciaram apenas na
concentracdo de aminoacidos utilizada: F10 (10g/L) e F11 (20g/L). Paralelamente a
estes foi realizado outro ensaio com o meio padrdo (F12). Os resultados destes ensaios

sao apresentados na Tabela 4.30.

Tabela 4.29: Producao de PGA por Bacillus megaterium ATCC 14945 em meios
contendo aminoécidos.

Ensaio Tempo PH Concentracdo Atividade Lactose
(h) celular enzimatica (g/L)
(g/L) (UI/L)
MC F6 0 7,7 - - =
Caseina | AA (3,4 g/L) 24 8,6 2,5 21 12,0
Soro Soro 48 9,2 2,4 30 11,6
sais Sais (2x)
AFA
MC F7 0 8,0 - - -
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Caseina AA (10g/L) 24 8,4 3,5 70 12,8
Soro soro 48 9,2 3,5 50 11,0
sais Sais (2x)
AFA
MC F8 0 8,1 - - -
Caseina AA (20g/L) 24 8,5 3.4 45 11,2
Soro SOro 48 9,1 3,5 42 10,3
sais sais (2x)
AFA
MC F9 0 8,1 - - -
AA(10g/L) | AA (10g/L) 24 8,5 3,5 172 13,7
soro soro 48 9,3 3,2 140 13,6
sais Sais (2x)
AFA

MC: meio de crescimento

Para os ensaios F10 e F11 foram realizadas analises para determinacdo da
concentragdo de AFA ao longo do tempo, bem como da concentracdo de aminoécidos.
Os aminoacidos foram analisados via cromatografia de troca i6nica em equipamento
HPLC Shimadzu® com coluna Shim-Pac AMINO NA.

Novamente bons resultados de atividade enzimatica foram alcangados
ultrapassando 200UI/L mas com baixa concentracdo de células nos meios contendo
aminoacidos e soro de queijo. Pode-se observar pela Tabela 4.30 que o AFA ¢
totalmente consumido apds 10h, fato este ja verificado anteriormente nos ensaios em
biorreator. Neste inclusive o AFA ¢ totalmente consumido nas primeiras 10h. O
consumo quase total dos aminodcidos ¢ outro fator que talvez tenha contribuido para a
melhoria dos resultados. Os aminoacidos, por serem moléculas mais simples e de menor
peso molecular, sdo mais facilmente assimilados e metabolizados.

O valor de atividade do ensaio padrao (F12) permaneceu no mesmo nivel dos
anteriores, com uma concentragdo celular maior. Estes resultados motivaram a
realizacdo de ensaio utilizando a caseina Difco (caseina hidrolisada 4acida) que contém
essencialmente aminoacidos, fato confirmado inclusive com analise de aminoacidos em
HPLC. Juntamente com este foram repetidos os ensaios F10, F11 e F12. Os resultados

dos novos ensaios sdo mostrados na Tabela 4.31.

Tabela 4.30: Producao de PGA por Bacillus megaterium ATCC 14945 em meios
contendo aminoacidos.

| | Ensaio | Tempo | pH | Concentragdo | Atividade | AFA | AA |[Lactose |
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(h) celular enzimatica | (g/L) | (g/L) | (g/L)
(g/L) (UI/L)
MC F10 0 8,2 0,5 - 2,1 8,2 14,3
AA AA 10 8,1 2,8 71 2,0 | 2,98 14,3
(10g/L) | (10g/L) 24 8,4 4,2 298 0,14 | 0,73 12,9
Soro soro 48 9,2 3,1 265 0 0,36 13,0
sais sais (2x)
AFA
MC F11 0 8,3 0,5 - 2,2 | 1565| 14,8
AA AA 10 8,1 2,5 36 2,0 | 6,46 13,7
(10g/L) | (20g/L) 24 8,4 3,6 250 1,0 | 4,63 14,2
Soro soro 48 9,0 4,8 277 0 1,9 12,8
sais sais (2x)
AFA
MC F12 0 7,9 0,5 - 12,0
Caseina | caseina 54 83 47 70 11.9
SOro soro
sais sais (2x) 48 8,6 6,0 100 11,4
AFA

Pode-se observar que os resultados anteriores foram confirmados em todos os
cultivos. Os ensaios com aminoacidos apresentaram bons niveis de atividade enzimatica
com valores maiores no ensaio F13, da mesma maneira que o ensaio F10 (Tabela 4.30).
Provavelmente o uso de uma concentragdo de aminoacidos de 20g/L cause algum tipo
de inibigdo. O ensaio com caseina Difco também apresentou resultados da mesma
ordem de grandeza dos ensaios com aminodcidos, confirmando assim o efeito conjunto
destes e do soro de queijo.

Tabela 4.31: Producgao de PGA por Bacillus megaterium ATCC 14945 em meios
contendo aminoacidos.

Ensaio Tempo pH Concentracdo Atividade AFA Lactose
(h) celular enzimatica (g/L) (g/L)
(g/L) (UI/L)

MC F13 0 8,1 0,5 - 2,3 14,4

AA | AA (10g/L) 10 - 2,9 65 2,1 13,6

(10g/L) Soro 24 8,4 4,5 232 0 13,6

Soro | Sais (2x) 48 9,1 3,6 194 0 13,1
sais AFA

MC F14 0 8,2 0,5 - 2,5 12,8

AA AA (20g/L) 10 - 3,3 25 2,3 11,7

(10g/L) soro 24 8,4 3,6 71 1,5 11,1

Soro Sais (2x) 48 9,1 4,0 140 0 11,2
sais AFA

MC F15 0 8,2 0,5 - 2,0 12,5

AA Caseina 10 - 3,0 61 1,9 12,5

(10g/L) Difco 24 8,7 5,0 242 0 11,1
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Soro (10g/L) 48 9,3 4,0 245 0 11,7
sais SOro
sais (2x)
AFA
MC F16 0 8,0 0,5 - - 13,0
Caseina caseina 10 - 3,1 41 - 13,3
Soro Soro 24 8,6 5,6 79 - 11,9
sais sais (2x) 48 8,8 53 97 - 11,5
AFA

Vale ressaltar que embora a inclusdo do soro de queijo tenha melhorado o
resultado dos ensaios com aminodacidos, este talvez induza a produgao de proteases.

A atividade proteolitica foi medida em ensaios de hidrdlise de caseina com o
proprio caldo de fermentagdo. Em pH-stato Metrohn modelo Titrino € feita a hidrolise a
temperatura de 50°C e pH=8 de 10mL de caseina. Dependendo do volume de NaOH
gasto na hidrolise confirma-se ou ndo a presenca de proteases. Em todos os ensaios de
atividade proteolitica nos meios contendo soro de queijo, observou-se a presenca de

proteases, fato este ndo observado na sua auséncia.

4.3.2 Ensaios com Substituicdo do Soro de Queijo

Dando continuidade aos estudos com o meio contendo aminoécidos e soro de
queijo, foram realizados ensaios onde o soro de queijo foi substituido pelos seus
componentes, entre os quais, vitaminas, fosforo e potassio. O objetivo principal foi
identificar quais destes nutrientes eram importantes para o microrganismo na produgao
da enzima. Nestes ensaios ndo foi incluida lactose, pois ja foi observado em estudos
anteriores que a auséncia de soro de queijo e a presenca desta ndo promoveram
germinagdo do microrganismo.

As vitaminas encontradas no soro e utilizadas nos ensaios foram A, C, B2, Bl12 ¢
acido pantoténico. Os sais potassio e fosforo foram fornecidos como cloreto de potéassio
e fosfato de sodio. Os resultados sdo mostrados na Tabela 4.32.

No ensaio F18 testou-se meio com todos os componentes citados acima e no
ensaio F19 foi verificada somente a influéncia do fésforo e do potéssio. Observou-se
que a substitui¢do do soro por alguns de seus componentes ndo promoveu a producao de

enzima. O ensaio F17 representa o meio padrdo que passa a ser utilizado, correndo
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sempre em paralelo com os demais, em substitui¢do ao padrao anterior, composto de

caseina hidrolisada por Alcalase® , soro, sais ¢ AFA.

Tabela 4.32: Producao de PGA por Bacillus megaterium ATCC 14945 em camara
rotativa: efeito da substitui¢ao do soro por seus componentes.

Ensaio Tempo pH Concentracao Atividade AA(g/L)
(h) celular enzimatica
(g/L) (UI/L)
MC* F17 0 8,1 0,5 - 8,6
10 8,1 2,9 57 3,5
AA AA (10g/L) 24 8,3 3.8 171 1,6
(10g/L) soro 48 9,2 3,1 148 1,0
Soro Sais (2x)
sais AFA
MC F18 0 8,7 0,5 - 8,8
AA 10 8,1 2,2 - 3,8
(10g/L) | AA (10g/L) 24 8,7 2,9 - 2,2
Vitaminas | Vitaminas 48 8,7 2.6 - 2,3
K/P K/P
sais Sais (2x)
AFA
MC F19 0 8,6 0,5 - 8,7
AA 10 8,2 2,5 - 4,9
(10g/L) 24 8,5 2,8 - 2,8
Vitaminas | AA (10g/L)
K/P K/P 48 9,2 2,5 - 1,9
sais sais (2x)
AFA

*MC= meio de crescimento (in6culo)

Nos ensaios que se seguiram testou-se o fornecimento de fosforo e potassio na

forma de sal KH,PO,, além da adicdo de glicose (ensaio F21). O resultado desse

segundo grupo de ensaios ¢ mostrado na Tabela 4.33.

Pelos resultados mostrados na Tabela 4.33 observa-se que, da mesma forma que

nos ensaios anteriores, nao ocorreu produgdo de enzima. A adi¢do de glicose e a troca

das fontes de fosforo e potassio, comparados aos ensaios F18 e F19 e na auséncia do

soro, em nada beneficiaram a producdo de PGA. Nos ensaios F20 e F22 o

microrganismo teve crescimento celular semelhante ao obtido em F19 (com meio que

contém soro) e esse crescimento foi maior quando se adicionou glicose. Este resultado

confirma assim todos os comentarios ja feitos para a glicose (ensaios descritos
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anteriormente): o seu uso favorece o crescimento celular, mas desfavorece a sintese da

enzima.

Tabela 4.33: Producao de PGA por Bacillus megaterium ATCC 14945 em camara
rotativa: efeito da substitui¢ao do soro por seus componentes.

Ensaio Tempo (h) pH Concentragao Atividade
celular enzimatica
(g/L) (UI/L)
MC F20 0 7,9 0,3 -
AA (10g/L)
Vitaminas | AA (10g/L) 24 8,8 3,9 _
KH,PO, Vitaminas
sais KH,PO,
Sais (2x) 48 9,3 3,7 22
AFA
MC F21 0 7,9 0,3 -
AA (10g/L) | AA (10g/L)
Vitaminas Vitaminas
KH,PO, | KH,PO, 24 6,7 34 -
sais Glicose
Sais (2x) 48 8,4 5,5 -
AFA
MC F22 0 7,9 0,4 -
AA (10g/L)
Vitaminas | AA (10g/L)
KH,PO, KH,PO, 24 8,8 4.2 -
sais sais (2x)
AFA 48 9,3 4,1 23

Estes resultados confirmam que o soro de queijo contém algum micronutriente

essencial a producdo da enzima. No entanto, ndo se conseguiu esclarecer qual nutriente
do soro causa esse efeito. De acordo com Ponsano et al., 1992, a composicao e o tipo de
soro de leite produzido nas industrias leiteiras dependem dos tipos de queijos
fabricados, dos processos tecnologicos utilizados na producdo e também no modo de
secagem; portanto seu conteudo em proteinas, sais minerais, acidos graxos, lactose e
acido latico pode variar. Sendo assim, a substituicio do soro de queijo pelos
componentes de sua composi¢do pode nao ter sido satisfatoria por diferencas entre as
composi¢cdes da literatura (Berazain, 1997) e do soro real utilizado.

A partir dos resultados satisfatorios obtidos em camara rotativa utilizando

aminoacidos livres como fonte de nitrogénio, passou-se também a substituir a caseina
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hidrolisada nos ensaios em biorreator. A dificuldade de se chegar a este meio foi
ocasionada por alguns fatores:

- nos ensaios com hidrolisado enzimdtico de caseina o acompanhamento da
concentragdo de peptideos mostrou que havia o consumo deles,

- os ensaios com hidrolisado 4cido de caseina (aminoacidos livres) mostraram
resultados inferiores aos realizados com hidrolisado enzimatico (polipeptideos),

- 0s ensaios com meio sintético utilizando aminoécidos livres na auséncia do soro de
queijo ndo promoveram a germina¢do do microrganismo.

Sendo assim, como ja citado anteriormente, aparentemente o microrganismo
requeria peptideos ao invés de aminoacidos livres para germinar. Na verdade, como
veio a se constatar depois, concentragdes de aminoacidos acima de 10g/L inibiam o
crescimento celular e a producdo da enzima. Apos o acompanhamento do consumo de
aminoacidos durante o cultivo com meios sintéticos, por meio de analises em HPLC,
concluiu-se que serina, alanina, glicina, acido aspartico, treonina, acido glutamico e
lisina sdo os primeiros a se esgotarem. Entretanto, a concentra¢do desses aminoacidos ¢
pequena, tanto no soro de queijo como no hidrolisado enzimatico de caseina; entre os
principais aminoacidos presentes nesse hidrolisado estdo fenilalanina e metionina (que
apresentaram menor velocidade de consumo).

Desta forma, pode-se fazer a hipotese de que o esgotamento daqueles primeiros
aminoacidos, na presenca de peptideos e proteinas do soro (e/ou do hidrolisado
enzimatico), induz a producdo de protease(s), excretada(s) no meio para suprir os
aminoacidos essenciais ao microrganismo. Entretanto, tais enzimas irdo hidrolisar
também a PGA produzida, diminuindo a produtividade do processo.

4.4 Ensaios em Biorreator — Segunda Etapa

A mudanc¢a nos meios de germinagdo e produgdo, com a substituicao da caseina
hidrolisada, que contém preferencialmente peptideos, por aminoacidos livres, tornou
necessaria a realiza¢do de varios ensaios adicionais no biorreator para que se pudesse
propor um modelo cinético consistente e para que se tivesse uma base de dados
suficiente para o treinamento e validacao de algoritmos de inferéncia.

Os wvarios estudos realizados nos mostraram que o crescimento do
microrganismo consumindo uma solu¢gdo de aminoéacidos de 10g/L (ao invés do

hidrolisado enzimatico de caseina) na presenga de soro de queijo, sais e AFA levava a
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atividades enzimaticas em torno de 200UI/L, nivel nunca antes atingido. Os
aminoacidos, por serem moléculas mais simples, sdo mais facilmente assimilaveis e
metabolizdveis. Sendo assim, este passou a ser o meio padrdo. Todos os ensaios deste
ponto em diante passaram a ser realizados com os novos meios de crescimento e
produgao.

E importante lembrar que a partir do ensaio 8 em biorreator o AFA passou a ser
analisado utilizando cromatografia liquida de alta definicdo com coluna C18 Waters e
ndo mais a coluna de exclusdo de tamanho utilizada nos ensaios anteriores. O método
anterior apresentava muitas variagdes entre uma amostra e outra, dificultando assim o
calculo da concentracdo de AFA. A metodologia utilizada esta descrita no capitulo

Materiais ¢ Métodos (item 3.3.6).

4.4.1 Ensaio 8

Foi necessario fazer um ensaio padrdao com 0s novos meios, para comparagao
com os demais. O primeiro ensaio realizado em biorreator com o novo meio foi um
ensaio no modo batelada, sem controle de pH e com oxigénio dissolvido igual aos
ultimos ensaios (20% da saturacdo).

Para todos os ensaios em camara rotativa, realizados em paralelo com os ensaios
em biorreator, a atividade final em “shaker” foi sempre maior que a obtida no
fermentador e a concentracdo celular menor, provavelmente pela limitagdo de oxigénio
dissolvido. Como a solugdo de aminoacidos ¢ preparada a cada ensaio a ser realizado,
sempre sao observadas diferencas nas varidveis analisadas de um ensaio para o outro.
Portanto, ¢ aconselhavel que se faca ensaio paralelo em camara rotativa, para observar
as diferengas das principais variaveis, ou seja, sabermos o nivel méximo de atividade e
concentragdo celular atingidos utilizando a mesma solu¢do de aminodcidos em
diferentes métodos de producao (reator tanque agitado e camara rotativa).

As condicoes adotadas no ensaio 8 sao mostradas na Tabela 4.34.

Tabela 4.34: Condigdes operacionais adotadas no ensaio 8 (ensaio batelada - novo padrio).

Aeracao 21 /min ao longo do cultivo
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Temperatura 30°C

Oxigénio dissolvido 20% da saturacdo ao longo do cultivo
Adicao de AFA Adicionado no inicio

pH Sem controle

Volume 4,0L de meio e 0,45 de in6culo
Duracao 41 horas

CaCO; Ausente

O ensaio teve uma duracdo de 41 horas. Observou-se que com 0 novo meio as
velocidades de crescimento do microrganismo e de produgdo da enzima sdo maiores que
nos ensaios anteriores. O maximo de crescimento celular e atividade enzimatica se deu
em menor tempo e conseqiientemente a fase estaciondria principiou antes, fazendo com
que ndo fosse mais necessario prolongar o ensaio. Os valores das analises realizadas sdo
apresentados na Tabela 4.35(biorreator) e Tabela 4.36(camara rotativa).

Podemos observar pelas tabelas que os resultados foram bem satisfatorios,
confirmando assim os anteriores obtidos com o novo meio em camara rotativa. Os
niveis de atividade foram semelhantes em ambos os ensaios, diferenciando-se apenas na
velocidade de produ¢do da enzima, onde a méxima atividade em biorreator se deu em
13 horas (175UI/L) e a maxima em “shaker” se deu entre 24 e 48 horas (179UI/L).
Nota-se que apos a enzima produzida atingir seu patamar houve um pequeno
decréscimo da mesma.

Nos ensaios em biorreator foram realizadas andlises para o acompanhamento do
consumo de aminoacidos. Estes foram analisados via cromatografia de troca idnica em
equipamento HPLC Shimadzu® com coluna Shim-Pac AMINO NA por fluorescéncia
apds derivatizagdo com OPA. Na Tabela 4.35 ¢ mostrado o consumo total dos
aminoacidos, por simplicidade; mas sdo obtidos os consumos de cada um deles,

podendo-se observar o consumo preferencial de uns em relagdo a outros.

Tabela 4.35: Resultados obtidos na produgdao de PGA em biorreator com meio contendo
aminoacidos (8° ensaio).

Ensaio | Tempo(h) pH | Concentragdo | Atividade Lactose® | AAtotais| AFA
celular (/L) en(Z[IJmI/Lat;Ca @) @b | @b
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9,0
8,8

8,6

pH

8,4
8,2
8,0

7,8

7.6
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Pré-inoculo - 5,0 - 4.9 -
ino6culo - 3,3 - 5,0 -
0 7,9 0,2 - 14,3 10,4 2,8
2 8,0 0,2 - 14,3 10,0 2,8
4 7,9 0,6 14 14,0 9,5 2,69
6 8,0 1,8 19 14,3 6,2 2,67
8 8,1 2,8 61 14,0 4,1 2,07
10 8,2 3,5 127 14,1 3,1 1,24
13 8,5 4,3 175 13,9 1,3 0,13
17 8,7 4,1 159 13,5 0,7 0,13
20 8,8 4,2 164 14,2 0,69 0,1
24 8,9 4,2 155 14,3 0,63 0,1
28 9,1 4,1 166 14,2 0,5 0,1
37 9,2 3,7 147 14,5 0,28 0,1
41 9,2 3,5 157 14,5 0,28 0,1

*presente no soro de queijo

Tabela 4.36: Resultados obtidos na produgdo de PGA em cimara rotativa (8° ensaio).

tempo (h) pH Concentracao Atividade enzimatica
celular (g/L) (U/L)
Pré-inoculo - 5,0 -
mocuto]™® '3 8,1 3,3 -
\*‘* \‘/\7 {1603
34‘ / .\:0/A 1 140§ 1(; 7,8 0,4 -
§3< 10 175[°) 8,1 2,6 42
24 {»iT 34 3,5 171
L‘) - 60 <‘( »4.\
7] / 37 lwtl] 8,9 4,0 179
e B A Figura 429[mostra a evolugio de algumas variaveis de processo.
0¥ i — ’\’T‘:&; o Lo
Ten'po(horas)
(A) (B)
0 1‘0 2‘0 3‘0 4‘0

Tempo (horas)
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Figura 4.29: Resultados experimentais do oitavo ensaio realizado em fermentador. (A)
concentracdo celular, atividade enzimatica, AFA ¢ aa total (obtidas em analises de laboratorio);
(B) pH do meio reacional; (C) concentracdo de CO, nos gases de saida e (D) concentragao de
0,, obtidos pelo sistema de aquisi¢do de dados.

Em relagdo a ensaios anteriores, realizados com meio antigo, observou-se que
algumas varidveis apresentaram valores menores. A fracdo molar de CO, atingiu valor
de 2% em conseqiiéncia do menor crescimento celular, que ndo passou de 4,3g/L. J& a
variavel pH ficou na mesma faixa dos anteriores, atingindo ao final do ensaio valor em
torno de 9,0. O consumo de AFA ocorreu nas primeiras 13 horas, indicando sua
utilizagdo como fonte de carbono pelo microrganismo.

As concentragdes de cada aminoacido ao longo do tempo sdo mostradas na
Tabela 4.37. Observa-se que alguns aminoacidos sdo consumidos mais rapidamente e
outros mais lentamente.

Tabela 4.37: Consumo dos aminoacidos em g/L. ao longo do ensaio 8.

Oh | 2h | 4h | 6h | 8h | 10h | 13h | 17h | 20h | 24h | 28h | 37h | 41h

Asp 10,76 0,67 [0,64[0,04] O 0

Thr 1 0,43]0,41]0,38[0,31| O 0

Ser [ 0,4710,42]041]022] 0 0

0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0

=l el e =
S O O O

Glu [1,58] 1,5 | 1,4 10,26 | 0,06 | 0,05

Pro | 1,1 | I,1 | 1,1 |1,04]093]0,73] - - - - - - -

Gly [0,13]0,12/0,11]0,07] 0 0 0 0 0 0 0

Ala 1 0,36] 0,3 [0,28[0,07] O 0 0 0 0 0 00

o o (O
o o (O

Val | 0,65]0,630,57]0,53]0,46]0,29 10,12/ 0,07]0,060,05] 0
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Met | 0,72 10,72 10,66 | 0,62 | 0,57 10,49 | 0,4 |0,35|0,35]0,34 0,34 0,21 | 0,21

Ile 10,53]0,51/047] 04 |03 ]0,18/0,07| 0 0 0 0 0 0

Leu |137|136(1,23|1,19] 1,0 |0,87]0,57] 0,3 |0,28]0,24|0,18 0,07 | 0,07

Tyr | 0,39]035]0,32] 0,2 [0,18/012] 0 | 0o | 0o | 0| 0] 0| 0
Phe | 0,6 | 0,6 |0,68]0,53]0,43]037/01] 0 | 0| 0o | 0] 0] 0
His | 0,2 10,23]0,21]0,14/005] 0 | 0o | o | 0o | 0] 0| 0] 0
Lys | 0,77] 0,7 |0,75]0,47] 01| 0 | 0 | 0 [ o | 0| 0] 0] 0
Arg |0,46]041]035/014] 0 | o | o | 0o ]| o] o] 0] 0] o0
Cys[003] - | - | - | - | - | - | - | - |- -1]-1-
Tp |02 - | - | - | - | - | - | - | - | -] -1]-/]-

Entre os mais rapidamente consumidos estdo o acido aspartico (Asp), treonina
(Thr), serina (Ser), 4acido glutamico (Glu), glicina (Gly), alanina (Ala), lisina (Lys),
arginina (Arg), histidina (His), triptofano (Trp) e Cistina (Cys). Entre os consumidos
mais lentamente estdo prolina (Pro), valina (Val), metionina (Met), isoleucina (Ile),
leucina (Leu), tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe). A cistina (Cys) e o triptofano (Trp) sdao
colocados em quantidades pequenas e o seu consumo ¢ dificil de quantificar.

Confrontando-se o grafico do crescimento celular e atividade enzimatica (Figura
4.29-A) com a tabela de consumo dos aminoacidos, observa-se que apds 10 horas ha a
estagnagdo de ambas as varidveis, que coincide com a exaustdo tanto do AFA como dos
principais aminoacidos. O comportamento das varidveis velocidade de agitacdo e
oxigénio dissolvido ¢ mostrado na Figura 4.30. As curvas com o consumo de alguns
aminoacidos sdo mostradas nas Figuras 4.31 e 4.32 A Figura 4.31 mostra os
aminoacidos mais rapidamente consumidos (chegam a exaustdo aproximadamente em

10 horas) e a Figura 4.32 os aminoacidos que sdo consumidos mais lentamente.
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Figura 4.30: Oxigénio dissolvido e agitagdo (ensaio 8).

Figura 4.31: Aminoacidos mais rapidamente consumidos (ensaio 8).
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Figura 4.32: Amino4cidos mais lentamente consumidos (ensaio 8).
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O término da fase exponencial de crescimento celular coincidiu com a exaustao
do AFA e de alguns aminoacidos. Optou-se, assim, por fazer no proximo ensaio uma
batelada alimentada. A alimentacdo seria com a mesma solucdo de aminoacidos
colocada no inicio. O objetivo era tentar estender a fase de crescimento exponencial e
conseqiientemente aumentar a produ¢do de PGA, uma vez que o aumento da massa
celular foi acompanhado pelo aumento gradativo da atividade (Figura 4.29-A),

indicacgdo clara de que a producao foi associada ao crescimento.

4.4.2 Ensaio 9

O ensaio 9 foi portanto uma batelada alimentada onde se suplementou a mesma
solugdo de aminoacidos (procurando-se manter a concentra¢do no biorreator ao redor de
10g/L). Com base na andlise do consumo de aminodcidos do ensaio 8 (Tabela 4.37),
optou-se por alimentar a solugdo ap6s 8 horas de inicio do cultivo pois, como pode se
observar, neste instante os aminoacidos mais rapidamente consumidos ja chegaram ou
estdo chegando a exaustdo. O volume total de meio suplementar que foi adicionado, a
uma vazao de 1,76mL/mim, foi de 1000ml. A Tabela 4.38 mostra as condi¢des adotadas
neste ensaio. Os valores das andlises realizadas sdo apresentados na Tabela 4.39
(biorreator) e Tabela 4.40 (camara rotativa). A Figura 4.33 mostra a evolucao das

variaveis de processo.

Tabela 4.38: Condicdes operacionais adotadas no ensaio 9 (batelada alimentada). Meio
suplementar com aminoacidos (40g/L) a uma vazao de alimentacdo de 1,76mL/mim
iniciada apds 8 horas de cultivo.

aeracao 2L./min ao longo do cultivo
Temperatura 30°C

Oxigénio dissolvido 20% da saturacdo ao longo do cultivo
Adigao de AFA Adicionado no inicio

pH Sem controle

Volume 4,0L de meio e 0,45 de inéculo
Duracao 46 horas

CaCOs Ausente

Tabela 4.39: Resultados obtidos na produ¢do de PGA em biorreator com meio contendo
aminoacidos (9° ensaio — batelada alimentada).
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Ensaio | Tempo (h) | pH | Concentraca | Atividade |Lactose* | AA | AFA
o celular enzimatica | (g/L) | totais | (g/L)
@l | i (&)
9 Pré-inoculo - 5,3 - 4,7 - -
inoculo - - - - - -
0 7.6 0,22 i 143 | 11,1 | 28
2 7,9 0.3 i 149 | 115 | 27
4 8,0 0.9 14 149 | 106 | 2,6
6 8.2 2,2 25 146 | 65 | 2,49
8 83 3,3 75 140 | 47 | 1,9
10 8.4 4.1 136 139 | 3,6 | 046
12 8.4 4.2 166 122 | 23 | 05
16 8,6 3.9 207 133 | 52 | o2
20 8.8 3.9 203 114 | 47 | 02
24 8.9 3.5 211 11,9 | 42 | 02
30 9,1 3.4 212 1,5 | 41 | 02
34 9,1 3.4 221 112 | 33 | 02
46 9,2 33 205 1,6 | 3,6 | 02

*presente no soro de queijo

Tabela 4.40: Resultados obtidos na produgdo de PGA em cimara rotativa (9° ensaio).

N

N

tempo (h) pH Concentragao Atividade
celular (g/L) enzimatica (UI/L)
Pré-in6culo - 5.3 -
in6culo - - -
e inicio da alimentagao| (8h) 0 20 rfe 7,9 0,3 -
4 ‘R\ =i N T | U X 3.4 60
3] ’</ T4 wi[E 86 44 177
5P 8
1 — 46 Jw8t £ 9,1 4,5 165
/ I —_ ] I
1T = // }/ 50 1(-2‘
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Figura 4.33: Resultados experimentais do nono ensaio realizado em fermentador. (A)
concentragdo celular, atividade enzimatica, AFA e aa total (obtidas em analises de
laboratorio); (B) pH do meio reacional; (C) concentragdo de CO, nos gases de saida e
(D) concentragao de O,, obtidos pelo sistema de aquisi¢ao de dados.

Da mesma forma que no ensaio 8, foi realizado um ensaio em camara rotativa

em paralelo. Podemos notar pelas tabelas que os resultados foram satisfatorios,
apresentando inclusive uma pequena melhora em relagdo ao ensaio 8 (para o biorreator).
Em camara rotativa, ambos os ensaios apresentaram resultados bem semelhante, com
atividade enzimatica maxima em torno de 175UI/L e concentragdo celular em torno de
4,0g/L - resultado este ja esperado, uma vez que foram realizados nas mesmas
condigdes. A atividade enzimatica em biorreator atingiu 221UI/L em 34 horas, mas em
torno de 16 horas ja alcangara 200UI/L - valor superior ao encontrado no ensaio em
camara rotativa (177UI/L), pela primeira vez desde o inicio dos experimentos no

biorreator. A Tabela 4.41 mostra as concentragdes dos aminoacidos ao longo do cultivo.

Tabela 4.41: Consumo dos aminoacidos em g/L ao longo do ensaio 9 (batelada

alimentada).

Oh | 2h | 4h | 6h | 8h | 10h | 12h | 16h | 20h | 24h | 30h | 34h | 46h
Asp 10,94 10,89 ]0,69| O 0 0 0 [0,060,090,08]0,08]0,07]0,07
Thr 1 043]042] 0,4 |0,31]0,06|0,02|0,03]|0,07][0,04]|0,04[0,03]/0,02] 0
Ser [0,55]0,54] 0,5 1021 ] O 0 0 10,02] 0 0 0 0 0

Glu|1,76[1,64]1,58]0,12]0,10]0,11] O |0,200,20 0,20 0,21 |0,18 | 0,24

Pro | 1,241,22/1,19]0,94]0,95]0,7810,39| 1,0 | 1,1 | 1,0 [ 1,0 | 0,87]0,92

Gly [0,15]0,14[0,12| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Ala 1 0,38]0,32/0,16{0,05] O 0 0 0 0 0 00 0 0

Val | 0,63]0,62| 0,6 |0,48]0,41/0,31]0,20|0,43]0,41|0,36]0,35]0,27]0,27

Met | 0,81 | 0,79 10,76 1 0,73 | 0,64 | 0,60 | 0,43 | 0,89 | 0,86 | 0,80 | 0,81 | 0,63 | 0,73

Ile 10,52]0,520,50]0,40 0,28 0,190,12|0,28 | 0,24|0,19 /0,16 0,11 | 0,10

Leu |143|143(137(1,23|1,101 09 | 0,6 |1,22|1,10]0,94 0,840,633 | 0,64

Tyr 1 0,4810,48]0,480,48|0,46|0,38(0,30]0,53]0,35]0,22|0,25|0,30 0,31

Phe | 0,68 | 0,68 | 0,63 | 0,55 | 0,53 | 0,32 | 0,21 | 0,50 | 0,37 | 0,34 | 0,36 | 0,26 | 0,30

His |1 0,35(0,32/0,2910,28(0,16] O 0 0 0 0 10,05 0 0

Lys [ 0,84[0,80[{0,79[0,45| O 0 0 0 0 0 0 0 0

Arg 10491047042 (0,10] O 0 0 0 0 0 0 0 0

CyS 003 - | - | - | < - - - -] - -] -
S
e IR e e e e e e e

Também para as varidveis monitoradas observa-se comportamento semelhante
em relagcdo ao ensaio 8. O crescimento exponencial se deu nas primeiras 10 horas ¢ a
variavel CO; também atingiu 2%, porém com maior tempo de permanéncia neste valor.

Entre os aminoacidos mais lentamente consumidos, observa-se uma diminui¢ao
da concentrag@o até 10 ou 12 horas de ensaio, seguida de aumento ap6s algumas horas
de alimentagdo. As Figuras 4.34 e 4.35 mostram respectivamente os aminoacidos com

maior velocidade e os de menor velocidade de consumo.
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Figura 4.34: Aminoéacidos mais rapidamente consumidos (ensaio 9).
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Figura 4.35: Aminoécidos mais lentamente consumidos (ensaio 9).

A Figura 4.36 mostra a evolucdo do oxigénio dissolvido e da velocidade de

agitacdo. Observe que, semelhantemente ao ensaio 5, a agitacdo parou para manter o

oxigénio dissolvido em 20% da saturag@o. A partir deste momento, foi necessario fixar

a agitagdo (200 rpm) para continuidade do ensaio.
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Figura 4.36: Oxigénio dissolvido e agitagdo (ensaio 9).
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Da Tabela 4.41 e das Figuras 4.34 e 4.35, observa-se que ha aumento na
concentragdo de alguns aminoacidos causado pela diferenca na velocidade de consumo
de uns em relagao aos outros. Sendo assim, com os dados do ensaio 9 resolveu-se
calcular a velocidade de consumo de cada aminoacido, e fornecé-los a0 microrganismo

nesta mesma velocidade ao final da fase exponencial.

4.4.3 Ensaio 10

Esse ensaio foi realizado com o mesmo meio inicial dos ensaios 8 e 9, porém a
concentragdo dos aminodcidos do meio suplementar foi baseada no calculo das
velocidades de consumo de cada um deles, tendo como referéncia o ensaio 9.
Considerou-se a fase exponencial de crescimento (primeiras 10 horas) para o calculo
dessas velocidades. As condi¢des adotadas no ensaio 10 sdo mostradas na Tabela 4.42.
A alimentac¢ao dos aminoacidos foi iniciada 5 horas ap6s a partida do fermentador, pois
se observou no ensaio anterior que em 8 horas alguns aminoacidos ja tinham chegado a

exaustao.

Tabela 4.42: Condicdes operacionais adotadas no ensaio 10 (batelada alimentada). Meio
suplementar com aminoacidos baseado na velocidade de consumo (40g/L) a uma vazao
de alimenta¢do de 1,76mL/mim iniciada apds 5 horas de cultivo.

aeracao 2L./min ao longo do cultivo
Temperatura 30°C

Oxigénio dissolvido 20% da saturacdo ao longo do cultivo
Adicao de AFA Adicionado no inicio

pH Sem controle

Volume 4,0L de meio e 0,45 de inéculo
Duragdo 38 horas

CaCO; Ausente

Nos ensaio 8 ¢ 9 observou-se que os aminoacidos sdo consumidos com
diferentes velocidades, o que pode ser visto pelas Figuras 4.31 e 4.32 (ensaio 8) e pelas
Figuras 4.34 e 4.35 (ensaio 9). A concentracdo de cada aminoacido no meio
suplementar foi calculada de acordo com sua respectiva velocidade de consumo na fase
exponencial. A Tabela 4.43 mostra os valores das concentragdes iniciais € das novas
concentragdes de alimentagdo. Observe que as novas concentragdes foram reduzidas
para alguns aa e aumentadas para outros, com rela¢do ao ensaio anterior. Os valores da

Tabela sdo para o preparo de uma solugdo 40g/L.
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Tabela 4.43: Concentragao de aminoacidos no meio inicial e no meio suplementar.

Aminoacidos Meio inicial (g/L) Meio suplementar (g/L)
Ala 1,16 2,5
Arg 1,64 3.1
Asp 2,53 7,17
Cst 0,13 0,13
Glu 4,47 12,4
Gly 0,44 1,07
His 0,98 0,6
Leu 4,18 1,4

Ile 2,13 0,92
Lys 3,02 3,0
Met 2,49 0,46
Phe 2,44 0,3
Pro 43 2,15
Ser 2,5 2,7
Thr 1,91 0,92
Tyr 1,96 0,3
Trp 0,53 0,48
Val 2,76 1,07

Os resultados das analises ao longo do ensaio sdo mostrados na Tabela 4.44

(biorreator) e Tabela 4.45 (camara rotativa).

Tabela 4.44: Resultados obtidos na producao de PGA em biorreator com meio contendo

aminoacidos (10° ensaio — batelada alimentada).

Ensai | Tempo pH | Concentragao | Atividade | Lactose® | AA AFA
0 (h) celular (g/L) | enzimatica| (g/L) totais (g/L)
(UI/L) (@/L)
10 | Pré- ] - i ;
inoculo
inoculo - 24 5,8 -
0 7.8 0.3 i 156 | 104 | 28
2 8,0 0.3 i 155 | 101 | 27
4 8.1 0.8 22 145 | 79 | 244
6 8,2 1.8 22 145 | 63 | 25
8 8.4 2,7 41 137 | 60 | 226
10 8,5 3.3 130 135 | 49 | 1.8
12 8,6 3.2 137 120 | 43 | 165
16 8.8 3.6 191 120 | 37 | 09
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21 9.0 3,9 175 12,0 41 | 035
25 9,2 3,6 153 12,1 3,2 0.3
38 9.5 3.8 171 12,3 27 | 03

*presente no soro de queijo

Tabela 4.45: Resultados obtidos na produgdo de PGA em cimara rotativa (10° ensaio).

—*— AFA (glL)

H

9,50

9,25
9,00

8,75

a
8,50

8,25
8,00

7,754

7,50

L
—®— Conc. celular (g/L)

Tempo (h) pH Concentracao Atividade
celular (g/L) enzimatica (UI/L)
Pré-inoculo - 2,4 -
in6culo - - -
24 8,5 4,3 188
38 9,1 4,1 210

Observa-se pelas tabelas que a produtividade do processo ndo aumentou como

era esperado. A atividade enzimética alcancou 191UI/L em 16 horas e a concentragdo

celular ndo ultrapassou os 4,0g/L. O ensaio em camara rotativa foi melhor que o do

biorreator e reproduziu os anteriores (ensaio 8 € 9).

A evolucdo das principais varidveis ¢ mostrada na Figura 4.37 e a Figura 4.38
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Figura 4.37: Resultados experimentais do décimo ensaio realizado em fermentador. (A)
concentragdo celular, atividade enzimatica, AFA ¢ aa total (obtidas em analises de
laboratério); (B) pH do meio reacional; (C) concentracdo de CO; nos gases de saida e
(D) concentragdo de O,, obtidos pelo sistema de aquisi¢do de dados.
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Figura 4.38: Oxigénio dissolvido e agitacao (ensaio 10).

Tabela 4.46: Consumo dos aminoacidos em g/L ao longo do ensaio 10 (batelada

alimentada).

Oh 2h 4h | 6h | 8h | 10h | 12h | 16h | 21h | 25h | 38h
Asp| 0,84 1 0,81 | 0,6 |0,09] O | 0,08 {0,18] 0,19 | 0,11 | 0,13 | 0,11
Thr | 0,42 | 0,40 | 0,34 [0,27]0,33| 0,22 |0,14| 0,03 0 0 0
Ser | 0,55 10,55 ] 044 /0,26] 0,2 | 0,08 10,04] O 0 0 0
Glu| 1,68 | 1,7 | 1,36 |0,51]0,09| 0,21 |0,41] 0,54 | 0,36 | 0,38 | 0.4
Pro| 1,29 | 1,24 | 1,05 |0,95]1,41| 1,18 |0,89]| 0,87 | 0,82 | 0,85 | 0,78
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Gly | 0,15 | 0,14 | 0,11 [0,08/0,05| 0 | 0| 0 | 0 | 0 | 0
Ala| 037 [036]023]01] 0] 0 | 0] 0 0 | o | o0
Val | 0,64 | 0,63 | 0,5 | 0,4 0,56] 0,46 [0,32] 0,28 | 0,20 | 0,19 | 0,17
Met | 0,75 | 0,74 | 0,59 |0,48]0,72| 0,62 |0,46| 0,48 | 0,81 | 0,54 | 0,44
Ile | 0,53 | 0,53 | 0,42 |0,26]0,37] 0,28 |0,19] 0,15 | 0,12 | 0,09 | 0,06
Leu| 143 | 1,44 | 1,15 |0,81/1,16] 1,09 |0,83| 0,81 | 0,69 | 0,62 | 0,45
Tyr| 024 | 015 | - [006] - | - |o11]0,12 | 044 | 0,11 0,19
Phe | 0,56 | 0,42 | 0,18 |0,12]0,18/ 0,10 | 0 | 0 | 0,11 | 0,11 | 0,08
His | 0,24 | 0,23 | 0,18 |0,13]0,26] 0,16 [0,10/ 0,03 | 0 | 0 0
Lys| 0,78 | 0,67 | 0,65 |0,60|0,69| 044 [035] 0 | 0 | 0 | 0
Arg| 048 | 02 | 0,14 [0,81]033] - (025|024 | 044|021 | 0
CyS| 0,03 | - N - - -
S

Trp | 0,12 | - - - - -] - - - -

Pode-se observar que os mesmos aminoacidos que se esgotaram nos ensaios

anteriores também se esgotaram neste, com pequenas diferencas em relagdo ao ensaio 9

uma vez que maiores concentragcdes para alguns e menores para outros foram

adicionadas. O acido glutdmico e a arginina, por exemplo, foram colocados em maiores

quantidades, e pode-se observar pela Figura 4.39 o aumento da concentracdo destes

apods 10 horas de cultivo. Pela Figura 4.40 observa-se também a diferen¢a na velocidade

de consumo nas primeiras horas (fase exponencial) e ap6s a alimentagao.
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Figura 4.39: Aminoacidos mais rapidamente consumidos (ensaio 10).

Figura 4.40: Aminodcidos mais lentamente consumidos (ensaio 10).

4.4.4 Ensaio 11

Este ensaio foi realizado também no modo batelada alimentada, assim como os
ensaios 9 e 10, porém alimentando ndo apenas a solucdo de aminoacidos como também
soro de queijo. Ensaios anteriores em camara rotativa mostraram que o soro de queijo
contém algum fator importante ao metabolismo do microrganismo que induz o
crescimento da biomassa, pois na auséncia deste ndo se tem bom crescimento celular.
Observou-se de ensaios anteriores (Figuras 4.29-A, 4.33-A e 4.37-A) que a produgdo da

enzima esta associada ao crescimento do microrganismo. Sendo assim, a alimentagdo
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com soro de queijo aumentaria a massa celular que conduziria a um aumento na
produgdo da enzima. As condi¢des adotadas para o ensaio 11 s3o mostradas na Tabela
4.47.

O meio inicial foi o mesmo dos ensaios anteriores e¢ a alimentacdo dos
aminoacidos foi a mesma do ensaio 10 (baseada na velocidade de consumo). Esta foi
iniciada 5 horas ap6s a partida do fermentador. A alimentagdo com soro de queijo foi

iniciada em tempo diferente, apos 8 horas de cultivo.
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Tabela 4.47: Condigdes operacionais adotadas no ensaio 11 (batelada alimentada). Meio
suplementar com aminoacidos baseado na velocidade de consumo (40g/L) a uma vazdo de
alimentacdo de 1,76mL/mim iniciada apos 5 horas de cultivo e soro (176,8g/L) ap6s 8 horas.

Aeracao 21 /min ao longo do cultivo
Temperatura 30°C

Oxigénio dissolvido 20% da saturacdo ao longo do cultivo
Adicao de AFA Adicionado no inicio

pH Sem controle

Volume 4,0L de meio e 0,45 de in6culo
Duragdo 46 horas

CaCO; Ausente

Com ensaios em batelada alimentada pode-se conseguir aumento da
concentragdo celular e produ¢do da enzima, com fonte de carbono e nitrogénio sempre
disponivel para crescimento celular sem o efeito inibidor, ocasionado por concentragdes
iniciais acima de 10,0g/L no caso dos aminoacidos.

O ensaio teve duracdo de 46 horas com retiradas de amostras a intervalos
regulares. O resultados da andlise dessas amostras ¢ mostrado na Tabela 4.48. A Figura
4.41 mostra as principais varidveis monitoradas ao longo do cultivo. O ensaio em
frascos agitados, realizado em paralelo, ¢ mostrado na Tabela 4.49.

Tabela 4.48: Resultados obtidos na produ¢do de PGA em biorreator com meio contendo
aminoacidos (11° ensaio — batelada alimentada).

Ensaio | Tempo | pH | Concentracdo | Atividade | AA totais| AFA
(horas) celular enzimatica | (g/L) (g/D)
(g/1) (U1/)
11 Pré- 5,4
in6culo
In6culo 3,9
0 7,6 0,4 2,8
2 7,86 0,5 2,7
4 8,03 0,98 0 10,4 2,65
6 8,2 2,4 23 10,2 2,5
8 8,4 3,0 60 9,1 2,0
10 8,44 4,7 122 5,7 1,36
12 8,5 5,4 185 7,1 0,4
14 8,7 5,9 184 53 0,15
16 8,9 5,8 199 3,84 0,17
20 9,2 5,8 215 3,7 0,18
24 9,3 5,6 188 2,6 0,19
28 9,4 5,5 195 2,85 0,18
34,5 9,5 5,6 188 2,73 0,17
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Tabela 4.49: Resultados obtidos na produ¢ido de PGA em cimara rotativa (11° ensaio).

tempo (h) pH Concentracao Atividade
celular (g/L) enzimatica (UI/L)
24 8,5 3,6 219
38 9,0 34 151

Da andlise das tabelas e da figura, observa-se que com relagdao ao ensaio anterior

houve um aumento na concentracdo de biomassa ocasionado mais provavelmente pela
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Figura 4.41: Resultados experimentais do décimo primeiro ensaio realizado em
fermentador. (A) concentracao celular, atividade enzimatica, AFA e aa total (obtidas em
analises de laboratorio); (B) pH do meio reacional; (C) concentragdo de CO, nos gases
de saida e (D) concentragdo de O,, obtidos pelo sistema de aquisi¢cdo de dados.
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Figura 4.42: Oxigénio dissolvido e agitagdo (ensaio 11).

O maior crescimento celular (em torno de 6g/L) pode ser observado também
pela andlise da fragdo molar de CO; (Figura 4.41-C) que atingiu valores acima de 3%.
Em todos os ensaios com aminodcidos até entdo esta ndo tinha ultrapassado os 2% para
concentragdes celulares em torno de 4g/L. O pH apresentou comportamento semelhante

aos demais ensaios.
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Observa-se pela Figura 4.42 que o oxigénio dissolvido foi controlado em 20% da
saturacdo até aproximadamente 17 horas. A agitagdo apresentou valor maximo (em
torno de 550rpm) em aproximadamente 12 horas, referente ao periodo de maior
crescimento celular. Esta foi diminuindo gradativamente até quase parar, para manter o

controle de oxigénio dissolvido. Apo6s 17 horas foi fixada em 250rpm.
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Figura 4.43: Aminodcidos mais rapidamente consumidos (ensaio 11).
16
| |
1 —u—Pro Leu
114_. \-\ —e—Val —<«—Tyr
" Met —»—Phe
1,2 -
] \ —v—lle
1,0 \
] > b .\l\.\.
0,8 Lt T -

Aminoécidos (g/L)

o] T4
oa] VL[
47 LJE'F inicio da alimentagéao aa (5h)
] P YV
0,2 ] e / \ﬂ&,\"vﬁv
— - : ,!

0,0 T T T L
0 10 20 30 40 50

Tempo (horas)

Figura 4.44: Aminoacidos mais lentamente consumidos (ensaio 11).

Diferentemente dos ensaios 9 e 10, onde apds a alimentacdo ha acumulo de
alguns aminodcidos, este ensaio apresentou consumo total dos aminoacidos mais
rapidamente consumidos (Figura 4.43). Este fato pode ser atribuido ao maior

crescimento celular ocorrido neste experimento.

4.4.5 Ensaio 12
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Os ensaios 6 ¢ 7 da primeira etapa, com caseina hidrolisada, foram realizados
com controle de pH, porém uma queda acentuada na atividade enzimatica foi observada
em ambos. Uma nova tentativa de controle de pH com o novo meio contendo
aminoacidos foi realizada no ensaio 12.

A tendéncia de aumento de pH, associado ao consumo de peptideos e
aminoacidos, ¢ um padrao de comportamento observado nos ensaios por causa da
formag¢do de amodnia produzida durante a metabolizagcdo desses aminoacidos. Acreditou-
se assim que este aumento poderia ser uma das causas da estagnacdo do crescimento
celular e conseqilientemente da atividade enzimatica. Assim, neste ensaio controlou-se o
pH em 8 com HCI 5M. As demais condi¢des foram as mesmas dos ensaios anteriores €

estdo resumidas na Tabela 4.50. Este ensaio foi um ensaio em batelada.

Tabela 4.50: Condigdes operacionais adotadas no ensaio 12 (batelada).

aeracao 21 /min ao longo do cultivo
Temperatura 30°C

Oxigénio dissolvido 20% da saturacdo ao longo do cultivo
Adicao de AFA Adicionado no inicio

pH Controlado em 8

Volume 4,0L de meio e 0,45 de in6culo
Duragao 44 horas

CaCO; Ausente

O ensaio teve uma durag@o de 44 horas, pois assim como os ensaios da primeira
etapa com controle de pH, a atividade enzimatica apresentou uma queda bem acentuada
apos 24 horas. O resultado das andlises ¢ mostrado na Tabela 4.51. Os graficos das
principais variaveis sdo mostrados na Figura 4.45. O resultado do ensaio em paralelo
realizado em camara rotativa ¢ mostrado na Tabela 4.52.

Tabela 4.51: Resultados obtidos na produgdao de PGA em biorreator com meio contendo
aminoacidos (12° ensaio).

Ensaio | Tempo pH Concentracdo | Atividade | AA total | AFA

(horas) celular enzimatica | (g/L) (g/)
(g/D) (Urn
12 Pré- 4,7
indculo

Ino6culo 3,4
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0 7,5 0,25 2,8
2 7,9 0,6 2,8
4 7,8 0,65 34 2,8
6 8,0 1,8 31 2,7
8 8,2 3,9 34 2,28
10 8,3 4,0 148 1,39
12 8,3 4,7 203 0,27
16 8,32 4,9 131 0,11
20 8,2 4,5 131 0
24 8,2 4,3 85 0
28 8,3 4,0 71 0
32 8,2 3,9 73 0
36 8,2 3,8 66 -
38 7,6 3,6 57 0
40 7,6 3,5 57 0
42 7,3 3,3 38 0
44 7,2 2,9 36 0

Tabela 4.52: Resultados obtidos na produgdo de PGA em cimara rotativa (12°¢ 13°

€Nnsaios).
Tempo (h) pH Concentragao Atividade
celular (g/L) enzimatica (UI/L)
inoculo - 3.4 -
0 7,9 0,2 -
24 8,5 3,3 193
36 - 3,2 201

Observa-se pela tabela e pela figura que a atividade enzimatica atingiu seu
maximo em 12 horas (203UI/L), antes dos ensaios anteriores, onde o0 maximo se deu em
torno de 16 horas. Porém, com o controle de pH, observa-se uma queda gradativa na
atividade com a continuidade do cultivo. O controle de pH foi iniciado em torno de 8
horas quando este atingiu o valor de pH 8. Como ap6s as 36 horas a atividade ja tinha
decaido resolveu-se testar o controle do pH em 7,5 e apds 40 horas em 7, apenas para
verificar se ocorreriam mudangas significativas no cultivo. Provavelmente a adi¢do
local de 4cido nas condi¢gdes de baixa agitagdo apds 15 horas de cultivo tenham
desnaturado a PGA produzida pelo microrganismo ocasionando a queda acentuada da
atividade enzimatica, assim como ocorreu no ensaio 6. Figura 4.46 mostra o oxigénio

dissolvido e a agitacdo para este ensaio.
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Figura 4.45: Resultados experimentais do décimo segundo ensaio realizado em
fermentador. (A) concentragdo celular, atividade enzimatica e AFA (obtidas em analises
de laboratério); (B) pH do meio reacional; (C) concentracdo de CO, nos gases de saida
e (D) concentragao de O,, obtidos pelo sistema de aquisi¢dao de dados.

Observa-se que a agitagdo oscilou muito, apresentando um sinal bem ruidoso
quando comparado aos demais. Conseqiientemente o oxigénio dissolvido também
apresentou esta caracteristica.

Neste ensaio, por problemas técnicos ndo foram realizadas andlises da
concentragcdo dos aminoacidos.

O ensaio em paralelo realizado em camara rotativa (Tabela 4.52) apresentou o
mesmo nivel de atividade do ensaio 12 sem levar em conta a queda que este teve apds o

controle do pH.
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Figura 4.46: Oxigénio dissolvido e agitagdo (ensaio 12).

4.4.6 Ensaio 13

O ensaio 13 foi uma batelada realizada sem o sistema de aquisi¢do de dados,
pois o sistema de aquisi¢cdo estava sendo utilizado em outro ensaio paralelo. Os valores
das variaveis foram anotados em intervalos regulares nos periodos de retirada das
amostras.

Como a maioria dos ensaios realizados em frascos agitados apresentou
atividades enzimaticas ou atividades especificas maiores, resolveu-se realizar ensaios
em biorreator limitando o oxigénio dissolvido seguindo as condigdes de Visnard, 1997.
A limitacdo do oxigénio dissolvido que ocorre naturalmente em camara rotativa por
causa da aeragdo superficial pode ser a causa dos maiores indices de atividade. O
objetivo deste ensaio foi somente testar a limitagdo do oxigénio dissolvido no final da
fase exponencial de crescimento do microrganismo, ou seja, apos 12 horas de cultivo.

O resumo das condigdes adotadas ¢ mostrado na Tabela 4.53 ¢ o resultado das
variaveis analisadas ¢ mostrado na Tabela 4.54. Os graficos das varidveis sdo mostrados
na Figura 4.47. Como o ensaio 13 foi realizado quase que em paralelo com o ensaio 12,
nao foi possivel usar os analisadores de gases, portanto para este ensaio nao se tem o
acompanhamento das varidveis YCO, e YO,. Por esse motivo também o ensaio

realizado em paralelo foi o mesmo do ensaio 12.
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Tabela 4.53: Condigdes operacionais adotadas no ensaio 13 (batelada/sem aquisicao).

aeragdo

21 /min ao longo do cultivo

Temperatura

30°C

Oxigénio dissolvido

20% saturacdo e apos 12h 5%da saturagdo

Adicao de AFA Adicionado no inicio

pH Sem controle

Volume 4,0L de meio e 0,45 de inéculo
Duragao 48 horas

CaCO; Ausente

Observa-se pela tabela e pela figura que a atividade enzimatica atingiu valores

acima de 300UI/L, indicando assim que as condig¢des limitadas de oxigénio dissolvido

favoreceram a producdo da enzima. Outra importante caracteristica deste ensaio foi a

manuten¢do desse valor até o final do cultivo, com pequena queda no valor da amostra

de 32 horas, ainda que dentro da faixa de erro aceitavel.

Tabela 4.54: Resultados obtidos na produg¢do de PGA em biorreator com meio contendo

aminodcidos (13° ensaio).

Ensaio | Tempo | pH | Concentragdo | Atividade |AA Total| AFA
(horas) celular enzimatica (g/L) (g/)
(g/1) (UI/)
13 Pré- 4,45
indculo
Ino6culo 3.8
0 7,6 0,3 10,8 2.8
2 7,9 0,3 2,8
4 8,0 0,6 0 8,9 2,8
6 8,2 1,5 0 2,7
3b? T — 8% 1128,3 2,9 35 5,2 2,47
2; N \ _/:\.%,K'//'\'_,eoog 08,4 3,5 119 1,8
e \ >_/ /7 , 12]203] B4 4,0 190 3,2 0,8
g;& 3 /x 7P’°d‘max'331u”Ll6,00f§ 8,7 4.5 276 1,2 0,1
+T:185, ) . 7IimituO.D.emS%dasaturaé' 0 %n% 6'::2839 472 264 079 051
[y 244{] 51489 4,1 331 0,89 0,1
i / \ 281111 19.0 42 319 0.1
S —de . | 32]] 9,0 4,1 279 0,77 0,1
S 3 T @ | 2% % |4 30%8sms | 3,6 299 0,5 0,1
TeTenuttioonss)
(A) (B)
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Figura 4.47: Resultados experimentais do décimo terceiro ensaio realizado em
fermentador. (A) concentracdo celular, atividade enzimatica, AFA e aa total (obtidas em
analises de laboratorio) e (B) pH do meio reacional.

Os valores anotados de agitacao e oxigénio dissolvido sdo mostrados na Figura
4.48. Apesar dos valores pontuais ¢ possivel observar a manutengdo do oxigénio
dissolvido em 20% até as 12 horas e a diminui¢do para 5% ap0s esse periodo. Para as
variaveis pH, agitacdo e oxigénio dissolvido ndo foram anotados os seus valores na

amostra de 48 horas.
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Figura 4.48: Oxigénio dissolvido e agitacao (ensaio 13).

Pela Figura 4.47-A observa-se o consumo do AFA e dos aminoacidos quase
simultaneos, fato este ja observado em ensaios anteriores. Observando os aminoacidos
individualmente (Figuras 4.49 e 4.50), percebe-se que do grupo de aminoacidos mais
rapidamente consumidos a histidina ndo ¢ mais consumida apos as 15 horas e a lisina
apresenta um consumo mais lento. Foi adotado que os aminoacidos mais rapidamente
consumidos representam os aminoacidos que sdo consumidos até as 10 horas de cultivo.
Entre os consumidos ap6s esse tempo estdo os aminoacidosmais lentamente consumidos.

Observando a Figura 4.50 percebe-se que ap6s 30 horas de cultivo quase todos

os aminoacidos deste grupo foram consumidos.
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Figura 4.49: Aminoacidos mais rapidamente consumidos (ensaio 13).
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Figura 4.50: Aminodcidos mais lentamente consumidos (ensaio 13).

4.4.77 Ensaio 14
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Por causa do bom resultado obtido no ensaio 13, resolveu-se realizar outros dois

ensaios em paralelo, mas desta vez nao tendo controle de pH como ocorreu no ensaio

12. Assim como os ensaios 12 e 13, os ensaios 14 e 15 foram realizados praticamente

em paralelo. Antes do término do primeiro, o segundo ja havia sido iniciado. O ensaio

em camara rotativa realizado em paralelo serve para ambos, pois dos dois indculos

iniciados escolheu-se um para a realizagdo do ensaio em paralelo. O resultado do ensaio

em camara rotativa ¢ mostrado na Tabela 4.57.

O ensaio 14 foi portanto um ensaio batelada padrdo e no ensaio 15 (que serad

discutido no proximo item) limitou-se o oxigénio dissolvido em 5% da saturacao apds 8
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horas. As condi¢des adotadas no ensaio 14 sdo mostradas na Tabela 4.55. O resultado
das andlises ¢ mostrado na Tabela 4.56. A Figura 4.51 mostra o resultado grafico da
concentragdo celular, da atividade enzimatica e o consumo dos substratos ao longo do

cultivo, além das variaveis obtidas em linha com o sistema de aquisi¢ao de dados.

Tabela 4.55: Condigdes operacionais adotadas no ensaio 14 (batelada).

aeracao 2L./min ao longo do cultivo
Temperatura 30°C

Oxigénio dissolvido 20% da saturacdo ao longo do cultivo
Adigao de AFA Adicionado no inicio

pH Sem controle

Volume 4,0L de meio e 0,45 de in6culo
Duracao 43 horas

CaCOs Ausente

Observa-se com os resultados que a atividade permaneceu no mesmo nivel do
ensaio 8 (180UI/L) que foi operado no mesmo modo e da mesma maneira, com
oxigénio dissolvido em 20% ao longo do cultivo e sem controle de pH. Neste a
atividade apresenta uma queda em torno de 20 horas (Figura 4.51-A). A atividade
obtida em camara rotativa (150UI/L) ficou ligeiramente abaixo da obtida no
fermentador.

O consumo do AFA e dos aminodcidos ocorre quase que simultaneamente
chegando a exaustdo no mesmo tempo, entre 15 e 20 horas.

O crescimento celular também permaneceu no mesmo nivel de ensaio anteriores,
com exce¢do do ensaio 11 onde foi alimentado soro de queijo que propiciou aumento de
biomassa, porém sem reflexo na atividade enzimatica.

Uma caracteristica comum a praticamente todos os ensaios ¢ a queda do CO,
ap6s um periodo (variavel para cada ensaio) em um patamar maximo. Apos um certo

periodo dessa queda observa-se que a atividade enzimatica atinge o seu valor maximo.

Tabela 4.56: Resultados obtidos na producao de PGA em biorreator com meio contendo
aminodacidos (14° ensaio).

| Ensaio | Tempo | pH | Concentragio | Atividade |AA Total| AFA |




(horas) celular enzimatica (g/L) (g/l)
(g/1) (Urn
14 Pré-

indculo

Inoculo
0 7,5 0,36 9,2 2,8
2 7,8 0,34 2,8
4 8,0 0,74 1 7,3 2,5
6 8,1 2,0 14 2,2
8 8,4 3,2 48 3,1 1,2
10 8,5 4,0 123 1,0
12 8,6 4,5 143 2,0 0,8
16 8,8 4,8 157 1,0 0,2
20 9,0 4,5 180 0,7 0,2
24 9,1 4,3 120 0,5 0,2
28 9,2 4,3 130 0,19
32 9,2 4,0 128 0,4 0,19
36 9,2 4,0 140 0,19
40 9,2 4,0 129 0,1
43 9,3 4,0 121 0,3 0,1

Tabela 4.57: Resultados obtidos na produgdo de PGA em camara rotativa (14°¢ 15°
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Figura 4.51: Resultados experimentais do décimo quarto ensaio realizado em fermentador. (A)
concentracao celular, atividade enzimatica, AFA e aa total (obtidas em analises de laboratorio);
(B) pH do meio reacional; (C) concentracdo de CO, nos gases de saida ¢ (D) concentracdo de
0,, obtidos pelo sistema de aquisi¢do de dados.
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Figura 4.52: Oxigénio dissolvido e agitacao (ensaio 14).

O consumo dos aminoacidos ¢ semelhante ao ensaio anterior. Entre os mais
rapidamente consumidos (Figura 4.53), a histidina e a lisina apresentaram um consumo
mais lento. Porém foram mantidos neste grupo pois nos ensaios anteriores observa-se
claramente o consumos desses aminoacidos antes das 10 horas de cultivo. Além disso,
no modelo proposto, que sera descrito apos os dados experimentais, foi necessario

padronizar os dois grupos de aminoacidos.
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Figura 4.53: Aminoacidos mais rapidamente consumidos (ensaio 14).
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Figura 4.54: Aminodcidos mais lentamente consumidos (ensaio 14).

4.4.8 Ensaio 15

O ensaio 15 foi realizado na tentativa de se reproduzir os resultados do ensaio
13, que teve a maior atividade enzimatica (331UI/L). A diferenca entre eles estava no
momento da reducdo do oxigénio dissolvido de 20% para 5% da saturagdo. No ensaio
13 essa reducdo acorreu apos o término da fase exponencial (12 horas de cultivo). No
ensaio 15 optou-se por antecipar a diminui¢do do oxigénio dissolvido para 8 horas,
anterior ao término da fase exponencial.

Assim como no ensaio 13, esse foi realizado sem o sistema de aquisi¢do de
dados que estava sendo utilizado no ensaio 14. Assim, nao se tem o acompanhamento
da fracdo molar dos gases de saida, YO, e YCO,. As condic¢des adotadas sdo mostradas
na Tabela 4.58. O ensaio teve duracdo de 46 horas, pois apdés 20 horas este ja
apresentava uma razoavel queda na atividade. O resultado das amostras é mostrado na
Tabela 4.59. A Figura 4.55 mostra graficos da atividade enzimatica, da concentracao de
células, do consumo de AFA e dos aminoacidos. Os valores de pH anotados a cada

retirada de amostra sao mostrados na Figura 4.55-B.
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Tabela 4.58: Condigdes operacionais adotadas no ensaio 15 (batelada).

aeracao 2L/min ao longo do cultivo

Temperatura 30°C

Oxigénio dissolvido 20% saturacdo e apos 8h 5%da saturagdo
Adicao de AFA Adicionado no inicio

pH Sem controle

Volume 4,0L de meio e 0,45 de inéculo

Duragao 46 horas

CaCO; Ausente

Comparando o ensaio 14 (Tabela 4.56), com oxigénio dissolvido em 20% da
saturacao ao longo do cultivo, com o ensaio 15 (tabela 4.59), que teve uma limitagdo de
oxigénio dissolvido ap6s 8 horas, percebe-se que ha pouca diferenca nos resultados
experimentais, principalmente no valor da atividade enzimatica. Esperava-se que esse
ensaio apresentasse resultados iguais ou superiores aos do ensaio 13, porém ndo se
obteve valores de atividades superiores a 180UI/L, talvez em razdo da inativacdo do
microrganismo.

Tabela 4.59: Resultados obtidos na produg¢do de PGA em biorreator com meio contendo

aminoacidos (15° ensaio).

Ensaio | Tempo pH Concentracdo | Atividade | AA Total| AFA
(horas) celular enzimdtica | (g/L) (g/D
(g/) (UI/)
15 Pré- 8,3
indculo
Ino6culo 8,7
0 7,8 0,3 9,2 2,8
2 8,0 04 2.8
4 8,0 0,9 12 8,6 2.4
6 8,1 2,3 16 2,0
8 8,1 3,0 46 4,6 1,8
10 8,2 3,7 127 1,5
12 8,5 4,3 156 1,84 0,7
16 - 5,0 180 0,9 0,2
20 8,8 4,5 165 0,58 0,17
24 8,9 4,3 133 0,45 0,17
28 9,0 4,1 120 0,16
31 9,1 4,0 114 0,4 0,14
46 9,2 3.8 125 0,3 2,8
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Figura 4.55: Resultados experimentais do décimo quinto ensaio realizado em
fermentador. (A) concentracao celular, atividade enziméatica, AFA e aa total (obtidas em
analises de laboratorio). (B) pH do meio reacional.

Os valores anotados de agitacdo e oxigénio dissolvido sdo mostrados na Figura
4.56. Na figura esta assinalado o momento da redugdo do oxigénio dissolvido. O espaco
em branco na figura refere-se a auséncia dos valores da amostra de 16 horas. Da mesma
foram que nos ensaios anteriores, observa-se que a agitacdo aumenta gradativamente até
atingir 400rpm. Este momento representa a fase de crescimento exponencial. Embora
representada por valores anotados, observa-se pela figura que a agitacdo ficou pouco
tempo no seu valor maximo, sendo logo diminuida para manter o oxigénio dissolvido
em 5% da saturacdo. A limitacdo do oxigénio dissolvido antes do término da fase

exponencial pode ter prejudicado a producdo da enzima.
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Figura 4.56: Oxigénio dissolvido e agitagdo (ensaio 15).
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As concentracdes dos aminoacidos ao longo do tempo sdo mostradas nas Figuras
4.57 e 4.58. Neste ensaio a lisina foi totalmente consumida até as 10 horas de cultivo e a
histidina foi totalmente consumida nas primeiras 15 horas. E importante lembrar que
embora o método de analise das concentragdes dos aminoacidos em HPLC tenha grande
precisao, estes sdao utilizados em baixas concentragdes e podem ocorrer erros nas
diluigdes das amostras. Portanto, essas diferencas observadas entre um ensaio e outro

sdo perfeitamente aceitaveis.
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Figura 4.57: Aminoacidos mais rapidamente consumidos (ensaio 15).
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Figura 4.58: Aminoacidos mais lentamente consumidos (ensaio 15).
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Foi realizado um tultimo ensaio no biorreator, baseado no ensaio 11 (batelada
alimentada com soro e aminoacidos). A diferenca estava no soro de queijo, que desta
vez foi ultrafiltrado. Além disso, a alimentagdo com soro ¢ aminoacidos iniciou-se¢ ao
mesmo tempo (5 horas de cultivo). Os resultados deste ensaio ficaram bem abaixo do

esperado e portanto ndo serdo mostrados.

4.5 Consideragoes Finais Sobre o Capitulo
4.5.1 Ensaios da Primeira Etapa

Todos os ensaios realizados em camara rotativa € em biorreator na primeira
etapa deram informagdes importantes sobre o processo de produgdo de PGA como um
todo. Mesmo com as mudangas previstas para os meios de cultivo, os resultados obtidos
desses ensaios foram de grande valia para a programagao dos que se seguiram. Entre as
principais constatagdes estao:
- A estocagem do microrganismo em criotubos ¢ uma boa maneira de preservagdo, uma
vez que todos os ensaios realizados apds a padronizagdo vém mantendo os mesmos
niveis de atividade enzimadtica. A ordem de grandeza da variacao estd dentro da margem
esperada de desvio entre diferentes cultivos.
- A redugdo do ensaio de 72 horas para 24 horas nao afetou os valores de atividade
enzimatica na etapa de producdo, permitindo assim otimizar o tempo total de cultivo.
- Um maior nimero de esporos no meio de germinacdo ndo implica aumento na
concentragdo de células e nem de atividade no final do ensaio. Para simplificar os
procedimentos experimentais, optou-se pela relacdo de 3mL de esporos/75 mL de meio,
pois 3mL ¢é o volume de esporos contidos em cada criotubo.
- A maior producdo de enzima foi obtida na presenca de soro de queijo, que
provavelmente contém algum(s) micronutriente(s) essencial(is) para o microrganismo.
Na presenca deste observa-se que o consumo de lactose € praticamente nulo, porém com
maior germinagdo de esporos e producdo de enzima. Ja na sua auséncia, observa-se
menor germinagao e producao.
- A adicdo de sais, tanto no meio de germinagdo como no de producdo, contribuiu para

um melhor crescimento celular e produgdo da enzima.
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- A adicao de acido fenilacético (AFA) no inicio da etapa de produ¢do nao inibiu o
crescimento celular.

- Glicose e glicerol, testados como fonte de carbono, foram consumidos
preferencialmente pelo B. megaterium. Houve aumento da biomassa presente, mas nao
se observou producdo significativa de enzima durante o consumo destes e nem a
posteriori.

- Até o ponto em que foram realizados estes ensaios acreditava-se que a fonte de
nitrogénio complexa (caseina hidrolisada enzimaticamente por Alcalase®) era melhor
tanto para germinagdo como para crescimento do microrganismo, pois Nnos ensaios
utilizando a fonte sintética (aminoacidos) ndo ocorreu a germinagao dos esporos. Sendo
assim, aparentemente o microrganismo requeria peptideos ao invés de aminoacidos
livres para germinar e, posteriormente, expressar PGA. Porém o que veio a se notar
depois era que a concentracdo de aminodcidos utilizada nos meios era muito alta e
estava inibindo o crescimento do microrganismo. Os resultados dos ensaios com
aminoacidos constituiram a segunda parte deste capitulo.

Um quadro geral dos ensaios da primeira etapa ¢ mostrado na Tabela 4.60.

Os dois primeiros ensaios em biorreator foram realizados sem a presenca de sais
minerais. A possivel contamina¢do do ensaio 2 deixa duvidas acerca dos seus valores,
mostrados na Tabela 4.60.

Pode-se observar pelos valores da tabela que a atividade enziméatica méaxima
atingida em cada ensaio permaneceu na mesma ordem de grandeza, ndo ultrapassando
100UI/L. A média da concentracdo celular dos ensaios 3 a 7 foi de 8,2g/L e da atividade
especifica foi em torno de 10 UI/L']g’lcélulaS.

Os valores de pma encontrados para estes ensaios estdo bem abaixo dos
encontrados na literatura para bactérias. Por exemplo, os valores de pma.x para
Escherichia coli crescendo a 37°C em diferentes substratos limitantes tais como glicose,
glicerol e lactose variam de 0,8 a 1,4 (Blanch e Clark, 1997).

Pela tabela observa-se que os valores de Um.x para o Bacillus megaterium
crescendo em meio complexo composto principalmente de caseina hidrolisada e soro de
queijo ndo ultrapassaram 0,35h™. Ressalte-se que, nesses ensaios, a fonte principal de

carbono sdo os peptideos gerados pela hidrélise enzimatica de caseina. Nao ¢ de se
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estranhar, portanto, que a velocidade especifica maxima seja menor que a média para

bactérias crescendo com fontes facilmente metabolizaveis, como glicose ou glicerol.

Tabela 4.60: Resumo dos ensaios realizados em biorreator — Primeira etapa.

Ensaio | Meio Caracteristicas | Modo de Cp C Atividade | i, | Produti-
Operagdo | (max) | (max) | especifica (™) vidade
(UI/L) | (g/L) (Ul/g) (UL/Lh)
1 Cg?rléla - OD em 20% (no | batelada 59 1.9 33,7 0,20 0,6
CaCO inicio) e 10%
AF A3 (ap6s 12h).
2 Cgie}gla -ODem20% (no| batelada | 78 6.8 11,6 0,30 1 2.7
CaCO inicio) e 10%
AF A3 apos a adigdo de
AFA (8h).
3 Cgi)erléla - Sem controle de | batelada 64 7,2 10,0 0,20 1,45
Sais (2x) OD no inicio,
CaCO 20% (ap6s 10h) e
3 0 14
AFA 10% (ap6s 15h).
4 Cgi?;la -OD em 20% (no | batelada 56 8,5 7.4 0,35 1.8
Sais (2x) inicio) e 10%
CaCO; (apds 10h).
AFA
3 Cgie}léla - OD em 20%| batelada | 57 7.8 7.2 035 | 24
; (desde o inicio). | alimentada
Sais (2
ais (2x) com AFA
CaCO;
AFA
6 - Agitagdo fixa 95 8,8 13,9 0,20 6,8
(em torno de
oo 550rpm) por batelada
aseina problemas o (controle
Som eletrodo de OD. de pH)
Sais (2x)
AFA |- Controle de pH

em 8. Ap6s 32h o
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pH foi controlado
em 7,5-7,6.

Caseina
Soro
Sais (2x)
AFA

- Agitagio fixa
511;(,1;10 450rpr§12}el batelada
600rpm) para (c(:iontﬁ);e
tentar reproduzir °p

as oondigdes do
ensaio 6.

- Controle de pH
em 8§ até o final.

70

9,0

9,8

0,20

5,0

Uma comparagdo dos resultados obtidos para concentragao celular, atividade

enzimatica e evolucdo do pH dos ensaios 3-7 sdo mostrados nas Figuras 4.59, 4.60 e

4.61.

Conc. celular (g/L)
(6} D
1
\-o
\
.,

# —o— Ensaio3
3'_ '/ —n— Ensaio4
2] /v —e— Ensaio5
| /'_’ / E/:/] Ensaio6
1 =N —v— Ensai
1 }zfu v— Ensaio7
0 T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (horas)

Figura 4.59: Concentracao celular de todos os ensaios em biorreator na primeira etapa.
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Figura 4.60: Atividade enzimatica de todos os ensaios em biorreator na primeira etapa.

Pode se observar que os maiores valores de concentragdo celular e atividade
enzimatica foram obtidos nos ensaios 6 € 7, embora nestes a atividade enzimatica tenha
apresentado uma queda significativa apos aproximadamente 16 horas de cultivo. A

evolugdo do pH ¢ mostrada na Figura 4.30.
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Figura 4.61: Evolucao do PH de todos os ensaios em biorreator.

4.5.2 Ensaios da Segunda Etapa
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A mudanga nos meios de germinagdo e produgdo, com a substitui¢ao da caseina
hidrolisada enzimaticamente, que contém preferencialmente peptideos, por aminoacidos
livres, elevou a atividade enzimatica mesmo com menor crescimento celular e
conseqiientemente aumentou a atividade especifica, como pode ser observado pela
Tabela 4.61.

Em todos os ensaios realizados na segunda etapa, os resultados foram melhores
que os da primeira etapa, como pode ser observado pelos valores de Cp, Cy, Lmax,
atividade especifica e produtividade nas Tabelas 4.60 e Tabela 4.61.

Os ensaios realizados nesta etapa nos mostraram que o crescimento do
microrganismo consumindo uma solu¢do de aminoacidos de 10g/L (ao invés do
hidrolisado enzimatico de caseina) na presenga de soro de queijo, sais € AFA levava a
atividades enzimdticas em torno de 200UI/L, nivel nunca antes atingido. Os
aminodcidos, por serem moléculas mais simples, sdo mais facilmente assimilaveis e
metabolizaveis.

Tabela 4.61: Resumo dos ensaios realizados em biorreator — segunda etapa.

Ensai | Meio Caracteristicas Modo de Cp Cy Atividade | ., | Produti-
0 Operacao (max) | (max) | especifica @) | vidade
(UI/L) | (g/L) (Ul/g) (UL/Lh)
8 (llgéL) - OD em 20% batelada 175 43 40,7 0,60 13,5
S & (desde o inicio).
oro
Sais
(2%)
AFA
AA
- o b b b b
9 (10g/L) OD em 20% Batelada 207 4,2 53,0 0,56 | 13,0
& (desde o inicio). alimentada com
Soro
Sais aminoacidos (8h)
(2x)
AFA
AA
10 (10g/L) | - OD em 20% Batelada 191 3,9 53,0 0,48 12
S(?ro (desde o inicio). alimentada com
Sais aminodcidos (5h)
(4x)
AFA
AA
11 (10g/L) |- OD em 20% Batelada 215 6,0 37,0 0,44 11
Sogro (desde o inicio). alimentada com
Sais aminoacidos (5h)
(2x) e soro (8h)
AFA
12 AA |- OD em 20% batelada 203 4,9 43,0 0,57 | 16,9
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(10g/L) | (desde o inicio). (controle de pH)
SS(;: - Controle de pH
em 8. Apds 36h
(2x) 7,5 e ap6s 40h
AFA | €m 7.5 e apds
em 7.
13 - Sem aquisi¢do 331 4,5 80,7 0,55 13,8
AA de dados
(10g/L) batelada
Soro |- OD em 20% (no
Sais | inicio) e 5% ap0s
(2x) |12 horas.
AFA
AA
14 - OD em 20% batelada 180 4,8 40,0 0,57 6,0
(10g/L) S
S (desde o inicio).
oro
Sais
(2x)
AFA
AA C
15 - Sem aquisi¢do batelada 180 5,0 36,0 0,46 11,2
(10g/L)
de dados
Soro
Sais |- OD em 20% (no
(2x) |inicio) e 5% apds
AFA |8 horas.
Uma comparacao das concentragdes celulares obtidas em cada ensaio ¢ mostrada
na Figura 4.62.
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Figura 4.62: Concentragao celular de todos os ensaios em biorreator na segunda etapa.
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Figura 4.63: Atividade enzimdtica de todos os ensaios em biorreator na segunda etapa.

Pode-se observar que as concentracdes celulares, com excecdo do ensaio 11,
apresentaram resultados bem semelhantes com valores na faixa de 3,5g/L a 4,5g/L.
Embora estes estejam abaixo dos valores dos ensaios realizados na primeira etapa, a
atividade especifica atingida (UI L! g'lcélulas) foi maior, pois apesar dos baixos valores de
concentragdes celulares, as atividades enzimaticas foram maiores. A produtividade
também atingiu niveis consistentemente maiores.

Na primeira etapa, as concentracdes celulares apresentaram valores entre 7g/L e
9g/L. Apesar de maiores ndo foram acompanhados de aumentos na atividade
enzimdtica. Provavelmente com meio contendo caseina hidrolisada, composta
principalmente de peptideos, o microrganismo precise ativar outro mecanismo para a
hidrélise desses peptideos em aminoacidos, dificultando assim a expressdo da PGA.

Os valores de pmax obtidos nos ensaios da segunda etapa foram maiores que os
anteriores, chegando mais proximos aos valores para bactérias citados na literatura. Pela
Tabela 4.61 observa-se que os valores de pmax para o Bacillus megaterium crescendo em
meio semi-sintético composto principalmente por aminoacidos e soro de queijo
alcancaram 0,60h™", contra 0,35h” (no maximo) para os ensaios com CHE.
Aminoacidos sdo, assim, metabolizados mais rapidamente que os peptideos

provenientes da caseina.
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Com relacao as atividades enzimaticas, os valores alcancados ja ndo foram tao
uniformes. Variagdes significativas foram obtidas entre um ensaio e outro quando se
leva em conta somente esta variavel. Porém, se analisarmos os valores das
produtividades (Tabela 4.64) em cada ensaio percebemos que estes se mantiveram na
faixa de 11UI/Lh a 13UI/Lh, apresentando apenas dois extremos para os ensaios 12
(16,9UI/Lh) e 14 (6UI/Lh).

A variavel pH (Figura 4.64) também apresenta comportamento semelhante em

todos os ensaios, com exce¢do do ensaio 12, que teve o pH do meio controlado em 8.

774 T T T T T
0 10 20 30 40 50

Tempo (horas)

Figura 4.64: pH de todos os ensaios em biorreator na segunda etapa.
5. Modelo Cinético do cultivo de Bacillus megaterium para producio de PGA

Modelos nao-estruturados mais simples e conhecidos, como o classico modelo
de Monod, propdem uma relagdo entre a velocidade especifica de crescimento celular e
a concentracdo de um substrato limitante. Esse modelo ¢ suas variantes sdo eficazes
para descrever o crescimento do microrganismo como fun¢do de um substrato simples.
Entretanto ha muitas situagdes em que multiplos substratos simultaneamente limitam a
velocidade de crescimento (Blanch e Clark, 1997).

Um candidato natural a substrato limitante ¢ a fonte de carbono. Entretanto, no
caso especifico do Bacillus megaterium este problema revelou-se mais complexo. Trés
substratos foram testados para esse fim: glicose, lactose e glicerol. Como indicam os
resultados apresentados anteriormente, culturas na presenga de glicose e glicerol

proporcionaram crescimento da biomassa um pouco maior do que aquele observado na
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auséncia desses substratos, sem que se observasse aumento na produ¢do da enzima — ao
contrario, a produtividade se reduzia. O consumo de lactose, por sua vez, mostrou-se
insignificante, como pdde ser observado nos resultados experimentais, ja reportados,
obtidos em camara rotativa e em biorreator. Desta forma, os experimentos realizados
nos deram a indicagdo de que o microrganismo utiliza outro(s) nutriente(s) como fonte
de carbono e que provavelmente a exaustdo deste(s) limita o crescimento celular.

Como nos estudos dos requerimentos nutricionais do Bacillus megaterium nao
se obteve sucesso utilizando meio sintético, que tem composicdo quimica bem definida,
torna-se mais dificil estudar os efeitos de alguns componentes no meio, com o
acompanhamento de possiveis substratos limitantes, dificultando-se assim a modelagem
da cinética do processo.

Apb6s a mudanca dos meios da primeira para a segunda etapa, passou-se a
acompanhar as concentragdes de todos os aminoacidos ¢ do AFA ao longo do cultivo.
Constatou-se que estes estavam sendo utilizados como fonte de carbono pelo
microrganismo. Estas suposi¢cdes foram sendo fortalecidas a medida que se analisava o
consumo dos aminoécidos e do AFA a cada ensaio. Como pode se notar dos ensaios em
biorreator descritos anteriormente observa-se que o consumo de alguns aminoacidos
preferenciais e do AFA se da nas primeiras quinze horas de cultivo, enquanto que outro
grupo de aminoacidos € metabolizado mais lentamente.

A previsdo da concentracdo celular e da concentragdao de produto através de um
modelo matematico ¢ uma tarefa dificil, em especial quando o meio de fermentagao
contém algum(s) elemento(s) complexo(s) — como ¢ o caso aqui, com a presenca de
soro de queijo. Este(s) elemento(s) contém uma grande variedade de micronutrientes na
sua composicdo que influenciam no metabolismo celular.

O modelo aqui proposto para a o crescimento de Bacillus megaterium, consumo
de substrato(s) e formacdo de PGA foi baseado nas seguintes constatacdes obtidas
principalmente na segunda etapa:

- A producdo da PGA estd associada ao crescimento do microrganismo. O valor
maximo de enzima coincide, com pequeno atraso, com a maxima concentracao
celular. Assim, ¢ crucial modelar a fase de crescimento com precisao;

- O consumo de AFA e dos aminoacidos preferenciais ocorre quase simultaneamente.

Ha um grupo de aminoacidos consumidos mais lentamente;
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- Considerando-se os quatro ensaios em batelada que foram utilizados para a
formulagdo do modelo, a velocidade maxima especifica de crescimento (Umax) foi
em média 0,55h'1, determinada a partir da linearizacdo da curva de crescimento
exponencial, [n(Cy/Cx,)= timax+t (com desvio-padrio entre ensaios de 6,0x107); o
rendimento de biomassa em relagdo ao substrato (Yys) foi em média
0,35gcetula/Ssubstrato (d-P- 5,1x10'2) e a atividade especifica maxima foi em média 49,4
UIL-'g" (d.p. 21,0).

A velocidade maxima especifica de crescimento celular (uma.x) obtida por
linearizagdo foi usada para inicializar o método de regressdao ndo-linear de Marquardt.
Os valores de max € de Yys usados na inicializa¢ao do algoritmo de Marquardt foram as
médias dos obtidos experimentalmente. Foram considerados para ajuste os pontos
experimentais da fase exponencial.

Para os testes dos modelos propostos foram utilizados quatro experimentos da
segunda etapa. Os ensaios escolhidos foram os aqueles realizados no modo batelada, a
saber: ensaios 8, 13, 14 ¢ 15.

Levando-se em conta a presenga de um ou mais substrato(s) limitante(s), foram
propostos trés modelos para descrever o crescimento do Bacillus megaterium:

Proposta 1: O AFA, somado a concentracdo de aminodcidos totais, representando

apenas um substrato limitante.

Proposta 2: Os aminoacidos totais ¢ o AFA foram separados, como dois substratos

limitantes.

Proposta 3: Os aminodcidos mais rapidamente consumidos (aa+), os aminoacidos

maislentamente consumidos (aa-) e 0 AFA eram trés substratos limitantes distintos.

Propde-se que o crescimento celular € o consumo de substrato sigam a cinética
de crescimento de Monod, para multiplos substratos, na forma aditiva, pois o
crescimento continua mesmo quando o AFA ou algum grupo de aminoécidos se esgota,
0 que nao poderia ocorrer se a cinética multiplicativa fosse escolhida (Blanch e Clark,

1997):
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dC, S p..-S,
— maxi ! .C 5.1
dt ;[ K, +S, ] X -
ds, "y
P 1 | /umaxz i ~CX (52)
dt Yy, (K +S,
n’S S
d_P _ 1 z /umaxt J . CX (53)
dt Yy, T\ K+,
Cx :concentracdo de células (g/L)
S; :concentracao do substrato i (g/L)
P : concentragdo de produto (g/L)

Hmaxi  :velocidade maxima especifica de crescimento celular nos respectivos
substratos (h™)

K; :constante de Monod do substrato 7 (g/L)

Yys;  :fator pseudo-estequiométrico (ou de rendimento) de células em relagdo

ao substrato i (gcélulas/ substrato z')

Yyp  :fator pseudo-estequiométrico células-produto (gceiutas/Eproduto)

Os valores dos parametros cinéticos do modelo foram ajustados por regressao

ndo linear utilizando o algoritmo de Marquardt (Himmelblau, 1970). Em cada caso

foram utilizados trés ensaios para o ajuste e um para validacdo. O parametro referente

ao produto (Yyp) foi estimado em separado. Os parametros referentes a concentragao de

células e de substratos foram estimados com base nos respectivos perfis experimentais

e, de posse deles, ajustava-se Yy, com base na curva de atividade enzimatica.

5.1 Primeira Proposta

Na primeira proposta as velocidades de crescimento celular ¢ consumo de

substrato no meio foram representadas considerando-se a presenca de apenas um

substrato. Este substrato limitante Uinico era constituido pelos aminodcidos agrupados ao

AFA (e denominado aaAFA).

Seguindo Monod, com apenas um substrato, tem-se:
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dC -S
X — Iumax . Cx (5.4)

dt K+S

as _ 1 HinaxS .Cx (5.5)
dt Y, \K+S

aP_ 1 [ HuS ) o (5.6)
dt Y, \K+S

onde: Cy :concentracdo de células (g/L)
S :concentracdo de substrato (AFA + aminoacidos, aaAFA) (g/L)
P : concentragdo de produto (PGA) (g/L)

Lmax  :velocidade maxima especifica de crescimento celular em aaAFA (h™)
K :constante de Monod do substrato limitante unico (g/L)
Yys  :fator pseudo-estequiométrico célula-substrato (gesiulas/Esubstrato)

Yyp  :fator pseudo-estequiométrico células-produto (gceiutas/Eproduto)

Os parametros cinéticos do modelo foram estimados utilizando dados dos
experimentos 8, 13 e 14 e validados com os dados do quarto ensaio 15. A Tabela 5.1
apresenta os valores dos parametros estimados pelo algoritmo, com intervalo de
confianga de 95%. A Figura 5.1 mostra os resultados do ajuste.

Observa-se que, mesmo sendo uma grande simplificacdo, o modelo consegue
descrever qualitativamente o processo, inclusive para o ensaio de validacao (Figura 5.1-
D). Com relagdo a formagdo de produto, o modelo se afasta dos dados experimentais
apos 16 horas, quando a atividade enzimatica apresenta uma queda acentuada. O
modelo ndo consegue acompanhar essa queda, ja que neste nao foi incluida cinética de
hidrélise ou de inativacdo da PGA. No entanto, em um processo industrial, a corrida
teria sido interrompida antes dessa fase. Ressalte-se que foi introduzido um atraso de 2

h para o inicio da produgdo, como se observa na Figura 5.1.

Tabela 5.1: Parametros estimados (95% de intervalo de confianca) para a primeira

proposta de modelo.

Parametros Valores
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Velocidade maxima especifica de Hinax (h'l) 0,46+0,2
crescimento

Constante de saturacao K 9,00+6,0
Rendimento célula substrato Yyis 0,34+2,0x107
Rendimento célula produto Yur 0,024+1,0x107

* Estimado separadamente, com base apenas na curva de atividade enzimatica, apds o

ajuste dos demais parametros.

O modelo sistematicamente prevé o esgotamento do substrato, o que de fato ndo
ocorre. Essa ¢ uma limita¢do inerente a esta proposta, pois todos os aminoacidos foram
agrupados no mesmo substrato aaAFA, quando se sabe que ha dois grupos com
dinamica de consumo bem distinta. A concentracdo de células, por sua vez, ¢
subestimada na fase de crescimento exponencial, em todas as simulacdes.

Observe que nesta primeira proposta os valores médios de fm.x € de Yy
anteriormente estimados (0,55 h''e 0,35, respectivamente) ficam dentro da faixa de 95%
de confianca da estimativa.Contudo, os intervalos de confianga dos pardmetros cinéticos
(tmax € K) sdo largos.

A matriz de correlagdo dos pardmetros ¢ mostrada na Tabela 5.2. Observa-se que
a correlagdo entre os dois parametros cinéticos ¢ extremamente alta.

Note-se que um coeficiente de correlacao proximo a +1 entre fma.x € K indica que
o trecho de baixas concentracdes de substrato foi dominante no ajuste. Nessa regido
(para S—0) o modelo de Monod se reduz a um de pseudo-primeira ordem (com

constante cinética fimax/Ks).

Tabela 5.2: Matriz de correlagdo dos parametros.

MHmax K Y )C/ S

Himax 1,00 0,99 0,27
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Figura 5.1: Primeira hipotese, AFA + aminoacidos representando apenas um substrato.

(A) ensaio 8, (B) ensaio 13, (C) ensaio 14 e (D) ensaio 15 (validagao).

5.2 Segunda Proposta

Em uma tentativa de melhorar o ajuste, formulou-se a segunda proposta de

modelo cinético, para a qual as velocidades de crescimento celular e de consumo de

substrato foram representadas considerando-se a presenca de dois substratos limitantes:

AFA e aminoéacidos totais.

Propde-se neste caso que o crescimento celular e o consumo de substrato sigam

a cinética de crescimento de Monod, para multiplos substratos, na forma aditiva:

dt K, +5S,

dt Y

x/8;

dSl _ 1 /umaxLSl
K, +§5,

dCx — /umaxl-Sl +/'lmax2 .S2
K, +5S,

j.Cx
J.cx

(5.7)

(5.8)
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ds S
2 _ 1 | Hmax292 | C. (5.9)
dt Y5, \K,+ S,
d_P: 1 X /umaxl-Sl + ﬂmaxZ .S2 'CX (510)
dt Y., \ K, +S, K,+5§,
onde: C, :concentracdo de células (g/L)
Sie S :concentracdo de aminodcidos totais e AFA respectivamente (g/L)

Hmax1 € Umax2 :velocidade maxima especifica de crescimento celular nos

respectivos substratos (h™)

K;eKk; :constante de Monod dos aminoacidos e do AFA respectivamente (/L)
Yusie Yso :fator de rendimento de células em relagdo a cada substrato
(gcélulas/ gsubstrato)-

Yyp  :fator de rendimento células-produto (gcsiulas/€produto)

Os valores dos parametros obtidos com o ajuste do modelo e respectivos
intervalos de 95% de confianga sdo mostrados na Tabela 5.3. A Figura 5.2 mostra o
resultado das simulagdes com estes parametros. Novamente, os parametros foram
ajustados utilizando o resultado dos ensaios 8, 13 ¢ 14 e validados com o ensaio 15.

Observa-se pela Figura 5.2 que o modelo apresenta boa concordancia com o0s
dados de consumo de AFA. J& para consumo de aminoacidos o modelo uma vez mais
prevé a exaustdo do substrato de forma antecipada, coerentemente com o fato de haver
dois grupos distintos de aminoacidos. A formacao de produto (novamente com o atraso,
imposto pelo modelo, de 2 h) teve comportamento semelhante ao da proposta anterior,
anterior com boa estimativa até aproximadamente 16 horas.

O fato que sobressai na Tabela 5.3 ¢ o intervalo de confianga grande obtido para
todos os parametros (exceto Yyp, cuja estimativa continua precisa porque feita a parte).
Mais ainda, os parametros do segundo substrato t€ém o intervalo incluindo o valor zero.
E razoavel supor que o pior ajuste desses parimetros se deve ao fato de que a maior
simplificagdo adotada se concentrou no segundo substrato, que sabidamente ndo ¢
consumido de maneira uniforme. A matriz de correlagdo dos parametros esta transcrita

na Tabela 5.4.
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Tabela 5.3: Parametros estimados (95% de intervalo de confianga) para a segunda

proposta de modelo.

Parametros Valores
Velocidade maxima especifica de Hinax] (h'l) 0,40+0,3
crescimento Linaxz () 0,15+0,4
Constante de saturacao Ky, 9,00%£7,1
Ks> 2,80%8,8
Rendimento célula substrato Yxss1 0,30+0,2
Yyis2 0,50+0,7

Rendimento célula produto Yip 0,02+1,0x107

* Estimado separadamente, com base apenas na curva de atividade enzimatica, apds o ajuste dos demais

parametros
Tabela 5.4: Matriz de correlagdao dos parametros.

Hiax1 Ksi Himax2 Ks2 Yysi Yyso

Lmax| 1,00 0,49 -0,65 -0,31 0,75 -0,74

Ky, - 1,00 0,01 -0,15 -0,19 0,21

Linax2 - - 1,00 0,82 -0,69 0,71

Ks, - - - 1,00 -0,16 0,19

Yysi - - - - 1,00 -0.99

Yyso - - - - - 1,00

E interessante observar a alta correlagdo negativa entre os dois coeficientes

pseudo-estequiométricos. Isso significa que aumentar Yyss;, reduzindo simultaneamente

Yxis2 (ou vice-versa) levaria a ajustes de qualidade estatisticamente equivalente. Esse

comportamento ¢ esperado, uma vez que ambos substratos produzem massa celular. Os

parametros cinéticos do segundo substrato tém, novamente, alta correlagdo positiva

(embora menor que no primeiro caso), uma indicagdo de que a regido de baixas

concentragdes de aminoacidos totais teve peso no ajuste do modelo. Para o AFA, o

ajuste dos pardmetros cinéticos tem melhor qualidade (correlagdo 0,49).
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(A) (B)
©) (D)

Figura 5.2: Segunda hipdtese, AFA e aatotais representando dois substratos limitantes.
(A) ensaio 8, (B) ensaio 13, (C) ensaio 14 e (D) ensaio 15 (validagao).

O perfil de evolugdo da massa celular continua, na maioria dos casos,
subestimado pelo modelo.
5.3 Terceira Proposta

Em uma terceira alternativa, as velocidades de crescimento celular e consumo de
substrato no meio foram representadas considerando-se a presenca de trés substratos
limitantes, sendo estes representados pelos aminoacidos mais rapidamente consumidos
(aat), os mais lentamente consumidos (aa-) e 0 AFA.

Propde-se neste caso que o crescimento celular e o consumo de substrato sigam

a cinética de crescimento de Monod, para multiplos substratos, na forma aditiva:

dcx — ﬂmaxl-Sl + Himax2 'SZ + Hinax 3 'S3 -Cx (511)
dt K +S K,+§5, K;+8;

dSl - _ 1 . ﬂmaxl-Sl 'Cx (512)
dt va/Sl Kl +S1

ds, _ | ) .C. (5.13)
dt Y5 K +5,

dS3 - _ 1 . /’lmax3-S3 'CV (514)
dt Y s, \K;5+S,; ’

d_P: 1 i /umaxl~S1 +ﬂmax2.S2 +ﬂmax3'S3 'CX (515)
dt Y., \ K, +S, K,+S8, K, + 85,
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onde: C, concentracao de células (g/L)
S, S2e 83 concentragdo de aa+, aa- ¢ AFA respectivamente (g/L)
Himaxi velocidade maxima especifica de crescimento no substrato i (h'l)

K;,K;e K;  constantes de Monod do substrato (g/L)
Yysi fator de rendimento em cada substrato (gcemlas/Esubstrato)-

Yyp fator de rendimento de células-produto (gceiutas/Eproduto)

Os parametros estimados e o resultados das simulagdes sdo mostrados na Tabela

5.5 e na Figura 5.3 respectivamente.

Tabela 5.5: Parametros estimados (95% de intervalo de confianca) para a segunda
proposta de modelo.

Parametros Valores
Velocidade maxima especifica de Limax1 (h7) 0,25+0,1
crescimento Linaxz (h7) 0,06+0,1
Linas (17 0,10£0,1
Constante de saturagdo K, 0,88+7,1
K> 6,00+8,8
6 0 K3 1,15+2,0
Rendimento célula substrato 1ok Yyis: 0,4140,1
5 3
3 4_\ /( ol Ys: 0,1420,3
?%?é , 3 ] m% Yyss 0,60+0,5
© ©<CQ o *
Rendime :r.ﬁ'o\qélﬂla produto B Yyp 0,022+1,0x10°
* Estimag , amente com base apenas na<urva de atividade enzimatica, apds o ajuste dos demais
parametngs. \* {50 4
Substr(a} \‘ : aat; aa- ¢ AFA, respe;cti\(/)amente.
0 I ! 3’0 40
Tempo (horas)
5 (A) . (B)
4450 g
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Figura 5.3: Terceira hipotese, aa+, aa- ¢ AFA representando trés substratos limitantes.

(A) ensaio 8, (B) ensaio 13, (C) ensaio 14 e (D) ensaio 15 (validagao).

Os parametros, de forma geral, tém sua estimativa deteriorada, sendo que para a

maioria deles o intervalo de confianca inclui o zero. As constantes de Monod, ou de

saturagdo (K) sdo particularmente pouco precisas. Ja4 os fatores de rendimento t€m

melhor qualidade de ajuste.

O perfil de consumo do AFA ¢ qualitativamente bem representado. Os

aminoacidos aa+, facilmente metabolizdveis, no entanto, ndo sao tdo bem ajustados pelo

modelo. Quanto aos aa-, apresentam uma cauda nao representavel por esta simplifica¢do

(que os agrupa como um substrato tnico). Por outro lado, permanece a tendéncia de se

subestimar a massa celular. A Tabela 5.6 traz a matriz de correlagdao das estimativas.

Tabela 5.6: Matriz de correlagdo dos pardmetros.

- Hmaxt | Ksi | phwaxr | Ks» | pthvaxs | Kss | Yaosi | Ywso | Yss
Mmaxa | 1,00 | 0,77 | -0,25 | -0,29 | -0,33 | -0,34 | 0,65 | -0,13 | -0,13
Ks; - 1,00 | -0,26 | -0,14 | 0,10 [-0,002| 0,05 | -0,21 | 0,17
Limax2 - - 1,00 | 0,25 | -0,56 | -0,08 | -0,12 | 0,93 | -0,80
Ks» - - - 1,00 | 0,16 | 0,005 | -0,27 | -0,13 | 0,23
Himax3 - - - - 1,00 | 0,76 | -0,55 | -0,64 | 0,82
K3 - - - - - 1,00 | 0,40 | -0,09 | 0,26
Yyisi - - - - - - 1,00 | 0,004 | -0,40
Yyso - - - - - - - 1,00 | -0,91
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Yyss - - - - - - - - 1,00

* Substratos 1, 2 e 3: aa+, aa- e AFA, respectivamente

5.4 Simulacio dos Ensaios em Batelada Alimentada

Apos ajustar e validar os trés modelos a ensaios em batelada, esses sdo testados
contra ensaios em batelada alimentada. Na segunda etapa foram realizados trés ensaios
em batelada alimentada (ensaios 9, 10 e 11). As condigdes adotadas na fase de
suplementagdo de cada ensaio sdo mostradas na Tabela 5.7. As condi¢des operacionais
adotadas e os resultados obtidos nestes ensaios foram descritos e discutidos nos itens

4.4.2,4.4.3 e 4.4.4 respectivamente.

Tabela 5.7: Condigdes experimentais das correntes de meio suplementar adotadas
nos ensaios 9, 10 e 11.
Ensaio QMS CMS tim’cio suplementagdo
(mL/min) (g/L de aa) (horas)
Ensaio 9 1,76 40,0 8,0
Ensaio 10 1,76 40,0 5,0
Ensaio 11 1,76 40,0 5,0(AA) 8,0 (soro)

Quis: vazdo de meio suplementar
Cus: concentragdo de meio suplementar

Para cada um desses ensaios foi realizado um teste de validagdo, usando cada
uma das propostas de modelo. Os balangos de massa (5.1) a (5.3) tiveram acrescido um

termo de dilui¢ao:

dC S maxi'Si Q i
o $ i), L, 616
i=1 i i

ds. S, A

i 1 | ll’lmaxz i -CX _ QMSt . (Sl _ CMS ) (517)
dt Yy, LK+, 14 ;

n’S

d_P — 1 z ﬂmaxi'Si A CX _ QMSi P (518)
dt Y, <\ K +5 v

onde: Cy concentragdo de células (g/L)
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S; concentragdo do substrato i (g/L)

P concentragdo de produto (g/L)

Hmaxi  velocidade méxima especifica de crescimento celular nos respectivos

substratos (h™)

K; constante de Monod do substrato i (g/L)

Yysi  fator pseudo-estequiométrico (ou de rendimento) de células em relacio

a0 substrato i (Zcelulas/Esubstrato ;)

Yyp  fator pseudo-estequiométrico células-produto (gceiutas/Sproduto)

Ousi  vazao de meio suplementar (L/h)

Cusi :concentragdo de substrato no meio suplementar (g/L)

As Figuras 5.4, 5.5 e 5.6 apresentam os resultados das simulagdes com os
mesmos conjuntos de pardmetros ajustados para os ensaios em batelada. Nenhuma das
trés propostas foi capaz de prever corretamente, sequer de forma qualitativa, as
concentragdes de células, substratos ¢ enzima.

O actimulo de substrato encontrado em todos os experimentos deve estar
ocorrendo em fun¢do de algum efeito de inibicdo, que poderia estar relacionado com o

acumulo do ion amdnio, por exemplo. Neste caso, este efeito deveria ser incorporado ao

E
3
o

Inicio dg #liforntksaditBhtaca

3504

)
hry
N
o

3004

(o
I
o

o

2504

)
T
®
o

200/

oy
T
o
o

1504

o

®  Conc. celular (g/L)

®  GahEAcLr (g/L)

® aaAFA
> Atividade enzimatica (UI/L)

IS
T
IS

1004

@ > SAtivifjadelnziniticaqUINg,
o

50

20 20 30 30 40 4o
Temperipogspras)

—T
00 10 10

modelo. Outros parametros cinéticos relacionados a manuten¢do, morte celular,
hidrolise da enzima, efeito da concentragdo de oxigénio dissolvido poderiam ser
incorporados ao modelo. A inclusdo desses parametros, no entanto, elevaria ainda mais
a complexidade do modelo e mais problemas inerentes a estimativa de parametros

surgiriam inevitavelmente.
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Figura 5.4: Primeira hipotese, AFA + aminoécidos representando apenas um substrato.
(A) ensaio 9, (B) ensaio 10 e (C) ensaio 11 (batelada alimentada).
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©)
Figura 5.5: Segunda hipdtese, AFA e aatotais representando dois substratos limitantes.
(A) ensaio 9, (B) ensaio 10 e (C) ensaio 11 (batelada alimentada).
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(A) ensaio 9, (B) ensaio 10 e (C) ensaio 11 (batelada alimentada).
5.5 Consideracgdes Finais Sobre o Capitulo

A partir dos ensaios em batelada realizados na segunda etapa foi possivel propor
trés modelos cinéticos. Em todos eles, admite-se que a producao de PGA ¢ associada ao
crescimento, mas com atraso de 2 horas. As diferengas entre as trés propostas foram
baseadas na observacao do perfil de consumo de aminoacidos ¢ AFA ao longo das
corridas experimentais. Nos ensaios descritos no Capitulo 3, referentes a segunda etapa
de experimentos, observou-se exaustdo de AFA antes de 15 horas de cultivo.

Na primeira proposta de modelo, aminoacidos e AFA foram agrupados em um
substrato unico. Na segunda, os aminoacidos foram considerados como um substrato e
AFA como outro, apresentando assim dois substratos limitantes.

Quando se analisou o consumo de cada aminoacido, observou-se que uns eram
consumidos preferencialmente em relagdo a outros. Assim surgiu a terceira proposta de
modelo, onde os aminoacidos consumidos preferencialmente (aa+) foram considerados
como um substrato, os consumidos mais lentamente (aa-) foram considerados como
outro e AFA como um terceiro.

O modelo ndo estruturado da primeira proposta segue a cinética de crescimento
de Monod para um tUnico substrato limitante e os da segunda e terceira propostas
seguem a mesma cinética, porém para multiplos substratos. A cinética aditiva foi
assumida, pois o crescimento continua mesmo quando um dos substratos se esgota, o
que ndo poderia ocorrer com a cinética multiplicativa.

Nas trés propostas, a validagdo (usando um quarto ensaio batelada) mostrou que
os modelos descrevem qualitativamente de forma aceitavel o consumo do(s)
substrato(s), mas nao apresentam boa concordancia com os dados de concentragdo
celular. Ao se analisarem os parametros obtidos, observa-se que a medida que se
aumenta o numero destes, seus intervalos de confian¢a também aumentam. Conclui-se
dai que o enfoque utilizado, de modelo ndo-estruturado, pode estar alcancando seus
limites. Aumentar o nimero de parametros deve conduzir a valores fisicamente pouco

significativos destes, sem que se aumente a capacidade de generalizagdo do modelo.
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Testes dos trés modelos para trés ensaios em batelada alimentada mostraram ser
indispensavel acrescentar a cinética de crescimento termo de inibi¢do por produto
(amonio ¢ o principal candidato). Além disso, manutencdo, morte celular, dentre outros
termos, seriam muito provavelmente necessarios para ajustar os modelos, ao menos de
forma qualitativa.

O enfoque classico, assim, mostra-se demasiadamente simplificado para
descrever em detalhe o complexo sistema bioquimico apresentado neste trabalho, a
produgdo de PGA por células de Bacillus megaterium. Um dos objetivos centrais desta
tese ¢ a implementacdo de algoritmo de inferéncia que permita a monitoragdo, em
tempo real, do cultivo. Para se empregar algoritmos baseados em modelos cinéticos
classicos, incluidos nos balancos de massa (como, por exemplo, o filtro de Kalman), ¢
necessario que a capacidade preditiva e de generalizacdo do modelo seja adequada. Os
resultados apresentados neste capitulo, entretanto, ndo dio indicagdes seguras nesse
sentido.

Uma alternativa seria empregar modelos mais estruturados, considerando alguns
metabolitos-chave intermediarios. Entretanto, ndo se dispde, para o sistema aqui
estudado, de dados que permitam utilizar esse enfoque. Impde-se, portanto, o uso de
técnicas de inteligéncia artificial para superar essas dificuldades. Redes neurais
artificiais sdo uma alternativa para inferir as variaveis de interesse a partir de outras,
mensuraveis em tempo real. Assim, no proximo capitulo apresentam-se resultados de

inferéncia deste sistema via redes neurais artificiais.
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6. Inferéncia de Estado do Processo de Produciao de PGA

Uma das propostas deste projeto de tese foi desenvolver algoritmos de inferéncia
de estado, que sirvam como estimadores de variaveis no processo de produgao de PGA
por Bacillus megaterium. Outra importante aplicagdo desses algoritmos ¢ na detecc¢do de
falhas do processo. Tais algoritmos demandam um banco de dados consistentes para sua
implementagao e validagao.

As propostas para se modelar o crescimento do microrganismo, o consumo de
substrato(s) e a produ¢do de PGA apresentadas no capitulo anterior, que se baseavam
em abordagem classica, usando modelos cinéticos ndo-estruturados, mostraram-se
demasiadamente simplificadas. Apesar de descreverem qualitativamente o consumo
do(s) substrato(s), os modelos foram limitados na descri¢dao da concentragao celular e da
producdo de enzima. Seu uso em métodos de inferéncia ndo-linear baseados em modelo,
como o filtro de Kalman estendido, poderia redundar em algoritmos pouco confidveis
para aplicacdo em tempo real. Assim tornou-se necessario buscar alternativas para a
previsdo das variaveis-chave do processo de produgdo de PGA.

Medidas em tempo real de muitas das varidveis importantes em processos
fermentativos apresentam considerdvel atraso devido a qualidade e até a
indisponibilidade de sensores (Soroush, 1998). Sendo assim, ha a necessidade de inferi-
las a partir de varidveis mensuraveis. A utilizagdo de sensores baseados em “software”,
como redes neurais, ¢ uma alternativa ao uso de um modelo fenomenologico do
processo. Esses algoritmos utilizam varidveis disponiveis em linha, denominadas
variaveis secundarias (como a concentragdo dos gases na saida do sistema, o pH, a
concentragdo de oxigénio dissolvido no meio, a velocidade de agitacdo), para estimar as
variaveis primarias do processo (como concentragao celular e de enzima, por exemplo).

Uma etapa que precede a inferéncia propriamente dita, quando se utilizam
medidas em tempo real, é o tratamento dos dados provenientes da instrumentagdo, apos
serem capturados pelo sistema de aquisicdo. As varidveis armazenadas por este sistema
apresentavam ruidos aleatdrios elevados. Testes preliminares, empregando os dados

“crus” para treinar redes neurais de inferéncia, indicaram que era necessario reduzir o
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ruido das medidas antes que os dados fossem alimentados aos sensores de ‘“software”
(as redes de inferéncia) de forma a minimizar erros e ambigiiidades nas predigoes.

Sabe-se que medidas em linha contém ruidos aleatorios. Ocasionalmente, podem
também estar presentes erros sistematicos (mais ou menos grosseiros), que podem ser
conseqliéncia da utilizacao prolongada dos instrumentos sem recalibragdo adequada, de
erros humanos ou de outras perturbacdes ndo medidas (desvios de tensdo na rede
elétrica, por exemplo). Para se propor e implementar um sistema utilizando redes
neurais € necessario, entre outras coisas, o pré-processamento dos dados (Bailey e
Thompson, 1990; Stein, 1993). Um desses pré-processamentos ¢ a filtragem desses
dados para reducao dos ruidos aleatorios. Esse tipo de procedimento foi adotado neste
trabalho. Nao houve preocupacdo de identificar erros sistematicos, pois os protocolos de
testes executados com a instrumentagdo antes de cada ensaio se mostraram suficientes
para elimina-los.

De todos os ensaios realizados, foram escolhidos alguns para serem utilizados no
treinamento e validagcdo dos algoritmos de filtragem de ruido e de inferéncia de estado.
Entre os escolhidos estdo todos os ensaios (da segunda etapa) onde se empregou o
sistema de aquisi¢do de dados, incluindo-se tanto ensaios em batelada como em
batelada alimentada. A Tabela 6.1 mostra os ensaios utilizados para inferéncia com

redes neurais.

Tabela 6.1: Ensaios utilizados para treinamento e validacdo dos algoritmos.
Ensaio Modo de Operagao | Oxigénio dissolvido | Controle | Alimentagdo
de pH

Ensaio 8 Batelada 20% da saturagao ao nao -
longo do cultivo

Ensaio 9 | Batelada alimentada | 20% da saturagao ao nao aminoacidos
longo do cultivo (8h)

Ensaio 10 | Batelada alimentada | 20% da saturagao ao nao aminoacidos
longo do cultivo (5h)

Ensaio 11 | Batelada alimentada | 20% da saturagao ao nao aminoacidos
longo do cultivo (5h) e soro (8h)

Ensaio 12 Batelada 20% da saturagao ao sim -
longo do cultivo




204

Ensaio 14 Batelada 20% da saturagdo ao nao -
longo do cultivo

6.1 Filtragem dos Dados Usados no Algoritmo de Inferéncia

Virias técnicas de filtragem sdo utilizadas para o tratamento de dados ruidosos.
Entre os filtros mais conhecidos e utilizados estd o filtro média mével (MM), o mais
comum em Processamento Digital de Sinais, por ser simples e de facil implementagao
(Smith, 1999). Como o proprio nome diz, este algoritmo calcula a média de um numero
de pontos do sinal de entrada, em uma janela temporal, para produzir um ponto de sinal

de saida (no tempo atual), de acordo com a equacao 6.1:
1 M-1
Y@y =— > x(i+)) (6.1)
M &

Na equagdo 6.1 x ¢ o sinal de entrada, y o sinal de saida e M o nlimero de pontos
usados na janela da média movel. Por exemplo, numa média mével com M=5 pontos, o
ponto 80 no sinal de saida ¢ dado pela equagao 6.2, onde o grupo de pontos ¢ escolhido
simetricamente em torno do ponto de saida. Alternativamente, o grupo de pontos a
partir do sinal de entrada pode ser constituido por pontos posteriores (equacdo 6.3) ou
anteriores (equagdo 6.4) ao ponto de saida. Obviamente, quando se usam informagdes
posteriores ao instante de saida provoca-se um atraso na previsdo, igual ao numero de

pontos posteriores ao tempo “presente” do filtro.

x(78) + x(79) + x(80) + x(81) + x(82)

y(80) = s (6.2)
$(80) = x(80)+ x(81) + x(§2) + x(83) + x(84) 6.3)
$(80) = x(76) + x(77) + x(78) + x(79) + x(80) (6.4)

5

Redes neurais artificiais também tém sido usadas para compressao e filtragem de
dados. Entre as redes utilizadas com esse objetivo, destacam-se as redes neurais

autoassociativas tipo “feedforward”. Elas tém importantes aplicacdes em engenharia
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quimica e bioquimica, tanto para filtragem de sinais como para compressao de dados,
diminuindo a dimensao de um vetor de entrada (Baughman e Liu, 1995). A Figura 6.1-
A mostra a arquitetura padrao de uma rede autoassociativa com trés camadas.

A

-

Razao de compresséao
6tima

Erro RMS

o

AR AGOMRS530 =
(A) (B)

Figura 6.1: (A) Rede neural autoassociativa de trés camadas. (B) Determinagao da taxa
de compressdo 6tima (adaptado de Baughman e Liu, 1995).

O vetor In(m) representa a camada de entrada, o vetor B(n) representa a camada
oculta e o vetor Out(m) representa a camada de saida da rede. Note que m ¢ n sdo
iguais aos numeros de neurOnios nas respectivas camadas. A rede autoassociativa
correlaciona o padrdo de entrada a ele mesmo, ou seja, In(m)=Out(m). O objetivo da
rede ¢ mapear somente informagdes importantes do vetor de entrada no vetor de saida
enquanto remove erros ¢ ruidos. O vetor de entrada ¢ mapeado em um vetor
intermediario menor B(n), conhecido como gargalo (“bottleneck”), de n nodos (onde
m>n). A idéia aqui € que a redu¢do da dimensdo da informagdo no gargalo faca com
que apenas a informag¢do essencial, caracteristica do padrdo que se deseja identificar,
seja preservada ao passar pela rede. A compressdo ¢ quantificada usando a razdo de
compressao de dados (CR), definida como a razdo m/n. Para se determinar a razao de
compressdao Otima gera-se um grafico do erro RMS versus a razdo de compressao

variando-se o nimero de nodos na camada oculta (Figura 6.1-B e equagao 6.5).
Razdo de Compressdao (CR) = m/n (6.5)

Quanto maior CR maior a redu¢ao dos ruidos; porém se CR ¢ muito grande,
informagdes essenciais do vetor de entrada podem ser perdidas e grandes erros podem
ocorrer. Por outro lado, se CR for pequeno (m/n<1), a rede mapeia todo o padrao de

entrada no padrdo de saida sem eliminar qualquer erro ou ruido.
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Outra topologia de rede muito utilizada para filtragem de sinais ¢ a rede
recorrente externa com atraso naretroalimentacao (vide figura 6.2-B). Neste caso, realimenta-se
o vetor de saida (comatraso de um intervalo de amostragem) para a entrada da rede.

Para filtrar os dados provenientes do sistema de aquisicdo foram testadas duas
configuracdes de rede, além do filtro média movel. Para a escolha da estrutura de rede
avaliaram-se o desvio médio relativo e a variancia do desvio médio relativo na etapa de
validag¢do (ensaios ndo utilizados no treinamento). O desvio médio relativo pode ser
positivo ou negativo. Essa estatistica indica possiveis tendéncias na resposta do filtro:
desvios elevados (em modulo) sdo gerados quando a saida do filtro esta
sistematicamente acima ou abaixo do valor “verdadeiro” da medida (aqui dado pelo
alisamento por FFT). J& a variancia do desvio mede a amplitude das oscilagdes da saida
do filtro ao redor do valor “verdadeiro” sendo assim um indicador da capacidade de
alisamento do algoritmo.

Em primeiro lugar, testou-se a rede autoassociativa “feedforward” (RAF) citada
acima. De inicio, foi necesséario definir a razdo de compressao a ser utilizada. Para isso,
foram treinadas varias configuragdes de rede. Variou-se o nimero de nodos na camada
oculta de 1 até 8 para 10 e 15 entradas, com 30 iteragdes de treinamento. Com mais
iteragdes, nao se observou diminui¢do do erro. A razdo de compressao escolhida foi 3
(10 entradas com 3 neurdnios na oculta ou 15 entradas com 5 neur6nios na oculta).
Constatou-se que para CR proximo da unidade ndo se tem boa reducdo dos ruidos.
Como ja citado, valores extremos de CR podem prejudicar o desempenho da rede. A

configuragdo de rede RAF ¢ mostrada na Figura 6.2-A.
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Figura 6.2: Estruturas das redes testadas. (A) Rede neural autoassociativa “feedforward”’(RAF)
e (B) Rede recorrente externa (RRE).

Para o treinamento foram utilizados os ensaios 8, 10 e 11 e na validacao os

ensaios 9, 12 e 14. Para a determinacdo de CR foi utilizada apenas a variavel Yco, em

cada ensaio. As funcdes de transferéncia escolhidas, apds varios testes, foram a tangente

sigmoidal (na camada oculta) e a linear (nos neurdnios de saida). O vetor de entrada da

rede RAF (X) corresponde a variavel Yo, original (ruidosa) no tempo atual e atrasada

n vezes (equacdo 6.6). A saida-alvo para o aprendizado da rede foi a propria variavel

filtrada pelo algoritmo FFT (Transformada Réapida de Fourier) do programa Origin 6.0.

O algoritmo de treinamento foi o de Levenberg-Marquardt. Todos os calculos foram

realizados em ambiente MATLAB® 5.2 (Mathworks).

X = [x(1), x(t-1), ..., x(t-n)]

(6.

6)
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A outra rede testada foi a rede recorrente externa (RRE) mostrada na Figura 6.2-
B. Na RRE, além da mesma entrada da rede RAF, incluiu-se o desvio (y=dados
ruidosos-dados lisos) atrasado de uma amostragem. Assim, as entradas da rede sdo os
dados ruidosos de t até t-n (onde n € o tamanho da janela temporal), além dos desvios de
t-1 até t-n (equacdo 6.7). Da mesma forma que na rede anterior foram testados dois
valores de n (9 e 14) totalizando 10 e 15 entradas A saida da rede ¢ o desvio y, que ¢
subtraido do dado ruidoso. O algoritmo de treinamento também foi o algoritmo de
Levenberg-Marquardt e os calculos foram realizados em ambiente MATLAB® 5.2

(Mathworks).

X = [x(t), x(t-1), ..., x(t-n), y(t-1), y(t-2), ..., y(t-n)] (6.7)

Comparou-se o desempenho das duas redes com o do filtro média movel. Para
melhor comparacdo, as mesmas janelas temporais (10 e 15 amostragens) foram

utilizadas para a média movel e para as redes. Nas comparagdes mostradas a seguir, foi

== Média mével
OIOT =#=R. auieasseiRlivg

28
&ostis
90
o
-§0,003
&o 0,025
T3
>%0,002

0,020,

0,001 :
0,015 AL m T T T T
88 D 10 1 12 138 144 185

Ensaios

utilizada a abordagem da equagdo 6.4, onde a janela temporal ¢ definida antes do tempo
presente. As outras duas configuragdes (janela centrada e janela para frente) também
foram testadas, mas o desempenho do filtro MM foi essencialmente o0 mesmo em todas
situagdes. Optou-se por apresentar apenas uma delas, a bem da concisao.

A Figura 6.3 mostra o resultado do desvio médio relativo e da variancia de cada
ensaio de validagdo para n=9. Observa-se pela figura a superioridade da rede RRE em

relacdo ao filtro MM e em relacdo a rede RAF.

(A) (B)

Figura 6.3: Comparacdo do desempenho do filtro MM, da rede RRE e da rede RAF.



o
[=]
o

045
u—meMadiasnerel \ 209
_u—R-Romeorensxpriena \

e e A\

o
1=}
S
2

)

35

P30

B

25

Variancia do Desvio
o 5 o <
S Desgo Métgz Relagvo

i

204

0,00M:p45 T T T ™ T T
8 8 9 9 1010 1111 1212 1313 1414 1515
Ensé&insaio

(A) Desvio médio relativo e (B) Variancia do desvio médio relativo.

A Figura 6.4 mostra o resultado do desvio médio relativo e da variancia de cada

ensaio de validagdo para n=14.

(A) (B)

Figura 6.4: Compara¢ao do desempenho do filtro MM, da rede RRE e da rede RAF.
(A) Desvio médio relativo e (B) Variancia do desvio médio relativo.

Observe que o filtro média mével apresenta maior varidncia para os dois casos
analisados. Com relacdo as redes RRE e RAF, observa-se que os resultados foram
semelhantes, com discreta superioridade para a rede RRE no ensaio 14. Como o tempo
de processamento aumenta com o aumento do nimero de entradas e saidas, escolheu-se
para a filtragem dos dados a rede RRE, pois embora o resultado de ambas tenha sido
semelhante, o tempo de processamento na rede RAF foi muito maior.

Escolhida a rede RRE para a filtragem, uma série de simula¢des foram
realizadas para se avaliar o nimero de entradas e o nimero de nodos na camada oculta.

Uma alternativa que se mostrou eficiente na filtragem dos dados foi a utilizagao
de duas redes combinadas em série com o filtro média movel, segundo o esquema da
Figura 6.5. Trés ensaios foram usados no treinamento (8, 10 e 11) e trés na etapa de

validagdo desse novo algoritmo (9, 12 e 14).

Rede recorrente Redugdo R Filtro média Redugdo .| Rede recorrente dados

externa (RRE) | do ruido movel (MM) | do ruido externa (RRE) filtrados

Figura 6.5: Filtro RRE-MM-RRE.
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O resultado obtido com o filtro da figura 6.5 para um ensaio tipico ¢ mostrado na
Figura 6.6. Foram filtradas as variaveis Yco», velocidade de agitacdo (Figura 6.6) e pH

(Figura 6.7). A area marcada na figura corresponde a parte ampliada mostrada na Figura
6.8.

2, Tal
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Figura 6.6: Resultados da valida¢ao da rede RRE+MM+RRE para filtragem das
variaveis (A) YCO,, (B) velocidade de agita¢ao do ensaio 9.
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Figura 6.7: Resultados da validacdo da rede RRE+MM+RRE para filtragem da variavel pH.
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Figura 6.8: Resultados ampliados da validacao da rede RRE+MM+RRE (A) YCO,, (B)
velocidade de agitacdo do ensaio 9.

O filtro RRE-MM-RRE foi o que apresentou melhor desempenho. Observa-se
que o algoritmo foi eficiente, diminuindo de forma considerdvel as oscilagdes
observadas nas varidveis obtidas em linha. Com isso, torna-se possivel projetar

algoritmos de inferéncia e controle mais robustos em aplicacdes reais.

6.2 Rede para Identificacdo de Fases

Apos a filtragem dos dados de todas as varidveis de interesse para inferéncia
utilizou-se uma rede neural para classificar o crescimento celular nas trés fases do
crescimento microbiano (fase lag, fase de crescimento exponencial e fase estacionaria).

Como se mostra mais adiante, uma rede neural Uinica ndo foi capaz de inferir
quantitativamente bem a concentragao de Bacillus megaterium durante toda a fase de
cultivo. Utilizando como entrada para a rede toda a base de dados, observou-se uma
melhor inferéncia na fase de crescimento exponencial do que na fase estaciondria.
Sendo assim, foi utilizada uma rede neural de identificacdo de fases antes da rede de
inferéncia.

Utilizou-se para identificagdo uma rede MLP “feedforward”, mostrada na Figura
6.9. A entrada da rede foi o tempo (valor atual) e a varidvel Ycoz (tempo atual e
atrasado 9 amostragens), totalizando um vetor X de dimensdo igual a onze. Foram
realizadas simulacdes onde a variavel agitagdo também foi incluida como entrada. Neste
caso a entrada da rede foi a mesma da anterior, com mais 10 entradas (agitagdo no
tempo atual e atrasada 9 intervalos), porém ndo houve melhoria significativa de

desempenho. A rede teve apenas uma saida, entre 0 e 2. No treinamento, impds-se a

[ 0  eeene 1 eeeee 2 ]
‘ Fase “lag” Fase exponencial Fase estacionaria
1 saida

Camada oculta
A A A A

‘ tempo | |(t-10) | (t-9) | e o o o | (t-1) | (t)|
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saida igual a zero para a fase “lag”, igual a unidade para a fase exponencial e igual a
dois para a estacionaria. O niumero de nodos na camada oculta foi definido de forma a
evitar sobretreinamento (“overfitting”), usando sempre as corridas de validagdo para
teste. Optou-se por dez neurdnios na camada oculta. No treinamento foram utilizados os

ensaios 8,10,11,e 12 e na validag@o os ensaios 9 ¢ 14.

Figura 6.9: Estrutura da rede de identificagdo de fases do cultivo de B. megaterium.

A separagao das fases para o treinamento da rede foi feita visualmente (usando a
curva experimental de Cy alisada pelo método B-spline do MATLAB 5.2 — vide
figuras). O instante arbitrado para inicio de cada fase estd indicado na Tabela 6.2, para

os ensaios usados no treinamento.

Tabela 6.2: Tempo de inicio de cada fase de crescimento do Bacillus
megaterium.
Ensai Fase "lag" Fase exponencial Fase estaciondria
nsaio o Lr S
(t inicio - h) (t inicio - h) (t inicio - h)
Ensaio 8 0 2,88 14,00
1igaio 10 0 122,00 10,76

5 4finsaio L/f/ g J720z0 2 2,48 14,73

ik Lodaio 12/ 0 198 £ 2,55 13,90

° o igura 6.10 mostra os reSthSd‘flo% dos ensaios 8 e 11 (do conjunto de
1 1% 05

treinar utilizando dez neurdnios na gamada oculta ¢ 10 iteragoes.

L 620 ™30 70 2800

10 20

Temﬁ%maﬁa(ﬁoras)

(A) (B)

30
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Figura 6.10: Resultado do treinamento da rede de identificacdo de fases de crescimento (A-
ensaio 8 e B-ensaiosl 1, parte do conjunto de treinamento). Saida: 0 — fase lag; 1 — fase
exponencial; 2 — fase estacionaria.

As Figuras 6.11 e 6.12 mostram o resultado dos ensaios usados para validagdo (9

e 14).
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Figura 6.11: Resultado da validagdo da rede de identificacdo de fases de crescimento
(ensaio 9). Saida: 0 — fase lag; 1 — fase exponencial; 2 — fase estaciondria.
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Figura 6.12: Resultado da validagdo da rede de identificacdo (ensaio 14). Saida: 0 —
fase lag; 1 — fase exponencial; 2 — fase estaciondria.

Os resultados do treinamento e da validacdo para a rede de identificagdo de fases
de crescimento de B. megaterium indicam que o algoritmo foi muito bem sucedido

nessa tarefa.

6.3 Redes de Inferéncia da Concentracao Celular
6.3.1 Dados Ruidosos

Para a inferéncia da concentra¢do de células de Bacillus megaterium durante o
cultivo para a producdo de PGA, foi utilizado uma rede neural "feedforward" com
algoritmo de treinamento de Levenberg-Marquardt realizado em MATLAB® 5.2
(Mathworks). As funcdes de transferéncia utilizadas foram a tangente sigmoidal (na
camada oculta) e a linear (nos neurdnios de saida).

E importante ressaltar que, neste item, empregava-se sempre uma Unica rede
para toda a duragdo do cultivo.

Primeiramente, utilizaram-se dados ruidosos no treinamento da rede. Foram
testadas varias combinacdes de entradas para a rede neural com as varidveis tempo,
Yco»2, velocidade de agitagdo e pH. Os melhores resultados foram obtidos tendo como
entrada tempo, Yco, € velocidade de agitagdo, no instante presente.

Outras tentativas foram feitas utilizando entradas atrasadas n amostragens (det a
t-n), com n variando de 1 a 5. Como nao foi observada melhora significativa no
desempenho com esse procedimento, optou-se por utilizar apenas dados no tempo
presente. A Figura 6.13 mostra o esquema da rede escolhida para a inferéncia da

concentragdo celular.
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Entrada Oculta Saida

Figura 6.13: Estrutura da rede de inferéncia.

Ainda com dados de entrada ruidosos, foram realizados testes, acompanhando-se
o erro quadratico médio nas etapas de treinamento e validagdo, variando-se o nimero de
nodos na camada oculta (Nh). Foram usados para treinamento os ensaios 8, 10 e 11 e
para validacdo os ensaios 9, 12 e 14. Observou-se inicialmente que aumentando Nh a
inferéncia para o conjunto de treinamento era muito boa, porém com inferéncia ruim na
validagdo, classico teste positivo de sobretreinamento. O numero de elementos na
camada oculta foi variado de 2 a 30, de cinco em cinco. O grafico do erro para o

treinamento e validacao ¢ mostrado na Figura 6.14.
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Figura 6.14: Erro quadrado médio para os ensaio de treinamento e de validagao
(dados ruidosos).
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Como observado anteriormente, embora o erro tenda a diminuir com o aumento
de nodos durante o treinamento, este aumenta na etapa de validacdo. A rede
sobretreinada perde capacidade de generalizagao.

Da andlise da Figura 6.14 nota-se que os menores erros na etapa de validagdo
foram para Nh=2 e Nh=10, assim foram realizados treinamento e validacdo para essas
duas condigoes.

As Figuras 6.15 e 6.16 mostram o resultado do treinamento (ensaio 8, 10 e 11) e
da validacdo (ensaios 9, 12 e 14) para Nh=2. Observe que dados ruidosos nas variaveis
de entrada da rede produzem uma inferéncia também ruidosa para a variavel de saida.
Apesar dos ruidos, observa-se que tanto no treinamento como na validagdo ha uma boa
inferéncia na etapa exponencial do crescimento celular. O inverso ocorre na fase
estacionaria, onde a rede subestima ou superestima o crescimento celular, tanto na etapa
de treinamento como na de validagdo. Essa rede, com apenas dois neurdnios na camada
intermediaria, consegue perceber o fim do crescimento exponencial mas o baixo nivel
do sinal de entrada Ycp, ndo permite que a massa celular estaciondria seja
quantitativamente prevista com precisdo. Qualitativamente, a rede apreende o fim do
crescimento, mas para o baixo nivel da velocidade de respiracao da fase estacionaria, é-

lhe impossivel discernir com precisao a massa celular (e menos ainda a morte celular).
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Figura 6.15: Resultado do treinamento para Nh=2. (A) ensaio 8, (B) ensaio 10 e
(C) ensaio 11.
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Validagdo (ensaio 14)
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Figura 6.16: Resultado da validagdo para Nh=2. (A) ensaio 9, (B) ensaio 12 ¢
(C) ensaio 14.

As Figuras 6.17 e 6.18 mostram o resultado do treinamento (ensaio 8, 10 e 11) e
da validagao (ensaios 9, 12 e 14) para Nh=10. Nota-se que com o aumento do Nh ha um
aumento no ruido (em relagdo a Nh=2). Da mesma maneira que no caso anterior, apesar
do aumento do ruido, observa-se que a rede tem um bom desempenho para a fase
exponencial do crescimento celular, para o conjunto de treinamento. Porém, na etapa de
validagdo as previsdes da rede descolaram dos dados experimentais no meio da fase
exponencial, comportamento este esperado levando-se em conta o erro quadrado médio

na validagdo para Nh=10.
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Figura 6.17: Resultado do treinamento para Nh=10. (A) ensaio 8, (B) ensaio 10 e
(C) ensaio 11.
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Figura 6.18: Resultado da validacao para Nh=10. (A) ensaio 9, (B) ensaio 12 e
(C) ensaio 14.

Os baixos niveis de Ycp, presentes na fase estacionaria (ao redor de 0,20%)
comec¢am a aproximar-se da resolu¢do da instrumentacdo (e, portanto, da sua precisdo,
de 0,05% de acordo com o fabricante). Com isso, o ruido da instrumentacao torna-se
cada vez mais significativo. Como essa medida tem papel primordial na identificacdo, ¢
de se esperar que o algoritmo falhe na fase estacionaria. Note-se que o desempenho da
rede para o conjunto de treinamento ainda ¢ aceitavel (Figura 6.17) mas, para o conjunto
de validagao fica evidente a interferéncia do ruido na inferéncia (Figura 6.18). Fica clara

a necessidade de filtrar os dados de entrada neste caso.

6.3.2 Dados de Entrada Filtrados
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A arquitetura da rede utilizada para dados ruidosos (Figura 6.13) foi também
aplicada neste item. Os dados de entrada utilizados foram inicialmente filtrados pelo
algoritmo RRE+MM+RRE, esquematizado na Figura 6.5. Assim como na rede anterior,
foi realizado teste para acompanhamento do erro quadrado médio nas etapas de
treinamento e validacdo variando-se o niumero de nodos na camada oculta (Nh). A

Figura 6.19 mostra o grafico do erro quadrado médio para diferentes valores de Nh.
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Figura 6.19: Erro quadrado médio para os ensaio de treinamento e de validagado

(dados de entrada filtrados).

Diferente do resultado usando dados ruidosos, neste os menores valores do erro
quadratico médio na validagdo foram para Nh=10. Para melhor comparag¢do com o caso
anterior, os ensaios usados no treinamento e na validacdo foram os mesmos. Os
resultados do treinamento sdao mostrados na Figura 6.20. Semelhantemente aos
resultados anteriores (dados ruidosos) a rede apreende bem a dindmica do processo na
fase de crescimento exponencial. No inicio da fase estacionaria a rede ndo consegue
inferir quantitativamente a concentragdo celular. Apds certo tempo, esta volta a inferir
de maneira razoavel o valor de Cx. Nessa figura, juntamente com os resultados de
inferéncia da massa celular, foi colocada a saida da rede de identificacdo de fases do
crescimento. Esta tltima consegue indicar com sucesso o término da fase exponencial.

A Figura 6.21 mostra o resultado da validagdo para esta mesma rede com as

bases de dados ndo utilizadas no treinamento. Pela figura observa-se novamente que a
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rede inferiu razoavelmente até o término da fase exponencial, descolando um pouco no
final. A partir do término da fase exponencial, indicado pela rede de identificacdo de

fases, a inferéncia novamente falha.

N
[}

2,0
2] P 25
&
4 515 S a
3 115 & 120 o
3 ol §, S
<. 2 S
2410 ° 115 8
24 5119 & &
2 ] i | 2pd @ £
R i 7
11 ——RBedenndrsaBRiag 1 O 110 5
——SspiMige S P
= Experimental
o T u u u @ Rede inferéncia 405
(1) 10 20 —— Spline
0 T T T T 0,0
0 10 20 30 40 50
Tempo (horas)

(©)

Figura 6.20: Resultado do treinamento para a rede de inferéncia. (A) ensaio8, (B) ensaio
10 e (C) ensaio 11.

Como ja visto, ndo ¢ de se estranhar a dificuldade da rede em inferir a
concentra¢do celular ao final do cultivo. Mas ¢ muito importante salientar que a
producdo de enzima ¢ associada ao crescimento, com um atraso de aproximadamente
duas horas, como se constatou no capitulo anterior. Assim, para todos os efeitos
praticos, ndo se necessita de uma rede que ajuste a fase estacionaria. Quando a rede de
identificagdo de fases indicar o fim do crescimento exponencial, qualquer processo
industrial deve ser interrompido. Desta forma, ¢ plenamente satisfatorio que a rede seja
precisa na inferéncia apenas até o final do crescimento, como ¢ o caso presente.

De fato, este € um processo bioquimico complexo € o conjunto de dados
disponiveis incluia diferentes modos de operacdo (batelada e batelada alimentada), com
diferentes concentragdes de aminoacidos no meio de alimentacdo, diferentes perfis de
aeracdo, etc. Nessas circunstancias, os resultados obtidos e a capacidade de

generalizacdo da rede de inferéncia da massa celular se mostram, de fato, muito bons.
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Figura 6.21: Resultado da validacao para a rede de inferéncia. (A) ensaio9, (B) ensaio

12 e (C) ensaio 14.

Uma vez que ndo ¢ preciso uma rede de inferéncia de concentragdo celular ao

longo de todo cultivo, resolveu-se utilizar somente a fase de crescimento (obtida a partir

da rede de identificacdo de fases) para o treinamento e validagcdo da rede. Assim como

no treinamento da rede anterior, os resultados desta também foram muito bons. Na

validagdo ha algum desvio sistematico, principalmente no final da fase exponencial,

mas, de forma geral, a inferéncia continua de boa qualidade. Os resultados da validacao

sao mostrados na Figura 6.22.



Conc. celular (g/L)

(2]

224

] s /

1. WH/\M
44 2 41 /J”"’M

=

5
34 3 3- 2

° S

g ] E]

s 8
24 8§ 24 g

Experimental
1 L] S(perm ent: line )
14 14 Spline P L . = Experimental
deel f—Rede inf¢réncia Spline
edeligferéncia

] Rede inferéncia

0 O T T - = .
2 24 46 68 810 102 124 14
TempoTﬁB?’B@)(hOfasg y 4 & 3 10 5 o
Tempo (horas)
(A) (B)

©

Figura 6.22: Resultado da validacao para a rede de inferéncia da fase exponencial. (A)
ensaio9, (B) ensaio 12 e (C) ensaio 14.

6.4 Inferéncia da Concentracio de Enzima

Tendo disponiveis dados de concentragdo celular, inferidos pela rede neural do

item anterior, langou-se mao de enfoque hibrido para estimar a concentragdo de produto

(atividade enzimatica). Para isto, emprega-se aproximacdo de primeira ordem. A

velocidade de crescimento ¢ aproximada por diferenga e, empregando-se o valor de

rendimento célula-produto, estimado no capitulo anterior (Yy, = 0,02), pode-se obter a

velocidade de produgdo. A estimativa de Cp (UI/L) foi obtida a partir da equagdo 6.8.
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Figura 6.23: Validagdo do algoritmo de inferéncia da atividade enzimatica. (A) ensaio 8, (B)
ensaio 10 e (C) ensaio 11.

Os resultados de atividade enzimdtica para cada um dos ensaios usados na

validagdo sdo mostrados nas Figuras 6.24, 6.25 e 6.26.
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Figura 6.24: Validagdo do algoritmo de inferéncia da atividade enzimatica (equagdo 6.8).
Concentragdo celular obtida por rede MLP (item 6.3.2). Vetor de entrada: tempo presente, Yo,
e velocidade de agitacdo (ambos no instante presente). Medidas filtradas pelo algoritmo
RRE+MM+RRE. Inicio e término da inferéncia indicados pela rede de identificagdo de fases de
crescimento. Dados do ensaio 9.
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Figura 6.25: Validagdo do algoritmo de inferéncia da atividade enzimatica (equagdo 6.8).
Concentragdo celular obtida por rede MLP (item 6.3.2). Vetor de entrada: tempo presente, Yco;
e velocidade de agitagdo (ambos no instante presente). Medidas filtradas pelo algoritmo
RRE+MM+RRE. Inicio e término da inferéncia indicados pela rede de identificagdo de fases de
crescimento. Dados do ensaio 12.
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Figura 6.26: Validagdo do algoritmo de inferéncia da atividade enzimatica (equagdo 6.8).
Concentragao celular obtida por rede MLP (item 6.3.2). Vetor de entrada: tempo presente, Yco;
e velocidade de agitagdo (ambos no instante presente). Medidas filtradas pelo algoritmo
RRE+MM+RRE. Inicio e término da inferéncia indicados pela rede de identificagdo de fases de
crescimento. Dados do ensaio 14.

Os resultados obtidos sdo de boa qualidade, principalmente tendo-se em mente
que esses sdo ensaios de validagdo stricto sensu, pois varias alteragcdes foram feitas entre
cada conjunto de ensaios da base de dados (modo de operacdo do reator, composi¢do do
meio, controle de pH, etc). O algoritmo ndo capturou o inicio da forte inativagdao da
enzima que se observou no ensaio 12 (um comportamento na verdade atipico). Mas,
para todos os efeitos praticos, conclui-se que o algoritmo foi bem sucedido, indicando
corretamente o estado metabodlico da cultura e inferindo concentragdes celulares e de
produto de forma muito satisfatéria até o final do crescimento, quando a corrida

industrial seria interrompida.

6.5 Consideracoes Finais Sobre o Capitulo
Como os dados provenientes do sistema de aquisicdo apresentavam ruidos

aleatdrios foi necessario filtra-los para serem utilizados na rede de inferéncia da massa
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celular. Apdés comparacdo de diferentes filtros, uma alternativa se mostrou bem
eficiente: a utilizacdo de duas redes em série, intermediadas por filtro média moével
(Figura 6.5).

Como a rede para inferéncia utilizando toda a base de dados do cultivo de
Bacillus megaterium nao foi eficiente para prever quantitativamente todo cultivo
microbiano, optou-se por utilizar uma rede de classificacdo de fases de crescimento para
indicar o momento inicial e final da fase exponencial. Identificando o final do
crescimento exponencial, esta rede indicaria também o momento para se finalizar o
ensaio. Os resultados das simulag¢des indicaram que o algoritmo foi bem sucedido nesta
tarefa.

Finalmente, utilizou-se um algoritmo hibrido para estimar a concentragdo de
produto a partir da resposta de rede de inferéncia de massa celular, e usando
informagdes levantadas durante o ajuste de modelos ndo-estruturados de crescimento
(capitulo 5): o fato da produgao ser associada ao crescimento, mas com atraso de cerca
de 2h e o coeficiente pseudo-estequiométrico Yyp. Os resultados obtidos foram muito
satisfatorios, permitindo determinar essas duas varidveis primarias (Cx e Cp) a partir de

medidas em tempo real.
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7. Conclusoes

Os resultados experimentais de producdo de penicilina G acilase (PGA) por
Bacillus megaterium realizados no periodo de desenvolvimento deste trabalho serviram
como base para a proposicdo de modelos cinéticos nao-estruturados e para
desenvolvimento de algoritmos de inferéncia de estado com redes neurais.

Nos ensaios realizados na primeira etapa de corridas experimentais, a atividade
enzimatica ndo ultrapassou os 100UI/L e os valores de t4,, ficaram bem abaixo dos
encontrados na literatura para bactérias. Embora ndo sendo utilizadas na etapa de
modelagem e nem no treinamento das redes de inferéncia, as informacdes obtidas a
partir desses ensaios foram essenciais para o planejamento dos ensaios que se seguiram.
Entre as principais informagdes estavam:

- Tempo de cultivo: a reducao do ensaio de 72 horas para 24 horas nao afetou os valores
de atividade enzimatica na etapa de produgao, permitindo assim otimizar o tempo total
de cultivo.

-Estocagem do microrganismo: a estocagem do microrganismo em criotubos mostrou-se
uma boa técnica de preservacao, conservando a cultura por tempos prolongados.

- Adi¢ao de nutrientes: adi¢ao de sais, tanto no meio de germinagdo como no de
producdo, contribuiu para um maior crescimento celular e producdo da enzima. A
presenga de soro de queijo revelou-se essencial para aumentar a produ¢do de enzima.
Este provavelmente contém algum(s) micronutriente(s) essencial(is). Glicose e glicerol
foram consumidos preferencialmente pelo microrganismo, mas sem aumentar atividade
enzimatica medida no meio ao final de cada ensaio.

Nos ensaio da segunda etapa, quando se substituiu a caseina hidrolisada
enzimaticamente, que contém preferencialmente peptideos, por aminoacidos livres,
houve uma clevagao da atividade enzimatica mesmo com menor crescimento celular
(com conseqiiente aumento da atividade especifica). Os aminoécidos, por serem
moléculas mais simples, mostraram-se facilmente assimildveis e metabolizaveis. Nesta

etapa, os resultados indicaram que o crescimento do microrganismo em uma solucio de
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aminoacidos de 10g/L (ao invés do hidrolisado enzimético de caseina), na presenca de
soro de queijo, sais € AFA, levava a atividades enzimaticas em torno de 200UI/L.

Com os ensaios realizados nesta segunda etapa foi possivel propor trés modelos
cinéticos para descrever o crescimento do B. megaterium, o consumo de substrato e a
produgdo da enzima. As propostas levaram em conta a presenga de um ou mais
substrato(s) limitante(s). Na primeira proposta de modelo, aminoacidos ¢ AFA foram
agrupados em um substrato Unico. Na segunda, os aminoacidos foram considerados
como um substrato e AFA como outro, havendo assim dois substratos limitantes. Na
terceira, os aminoacidos consumidos preferencialmente (aa+) foram considerados como
um substrato, os consumidos mais lentamente (aa-) foram considerados como outro e
AFA como um terceiro.

Nas trés propostas, a validagdo (usando um quarto ensaio batelada) mostrou que
os modelos descrevem qualitativamente de forma aceitdvel o consumo do(s)
substrato(s), mas nao apresentam boa concordancia com os dados de concentracdo
celular. Conclui-se assim que as propostas apresentadas foram demasiadamente
simplificadas para descrever o complexo sistema de produg¢do de PGA por Bacillus
megaterium.

Finalmente, uma série de ensaios em bioreator serviu de base para
desenvolvimento e validacdo de algoritmo para inferir a massa celular e a concentragdo
de enzima no meio a partir de variaveis secundarias, medidas em tempo real (fragdo
molar de CO; nos gases de escape ¢ velocidade de agitagcdo). O alto nivel de ruido da
instrumentagao impds a necessidade de um filtro dos sinais adquiridos (pH, fragdes
molares de CO, e O, nos gases de escape, O, dissolvido, velocidade de agitacdo). Para
tanto, foi desenvolvida uma concep¢do ndo-convencional de filtro, combinando uma
rede neural recorrente, seguida de um filtro média mével e de outra rede recorrente
(RRE+MM+RRE). Essa configuragdo mostrou-se robusta e eficiente.

As caracteristicas do processo ndo favoreceram o uso de uma rede neural nica
para inferir a massa celular em toda a extensdo do cultivo. Assim, langou-se mao de
uma rede MLP para identificagdo de padrio, que forneceu indicagdes de boa precisdo
quanto ao término de cada uma das fases do cultivo microbiano: lag, exponencial e
estacionaria/morte. O cultivo deve ser interrompido cerca de duas horas apos a fase

exponencial, cujo término ¢ sinalizado por essa rede.
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Para inferéncia da concentracdo celular durante a fase de crescimento,
empregou-se outra rede MLP, com bons resultados. A rede foi validada frente a um
conjunto de ensaios diferentes entre si e com relacdo ao conjunto-base de treinamento,
no que se refere a varios aspectos: do modo de operagdo do reator, a concentragdo de
nutrientes até o controle de pH e da aeragdo. Tendo isso em mente, pode-se afirmar que,
mesmo do ponto de vista quantitativo, os resultados foram muito promissores.

Por fim, a concentracdo de produto (atividade de PGA no meio de cultura) foi
estimada através de enfoque hibrido, usando a velocidade de crescimento inferida pela
rede MLP acoplada ao fator de rendimento célula-produto estimado no ajuste dos
modelos ndo-estruturados. Outra informagdo importante utilizada neste wltimo
algoritmo foi o fato da produgdo ser associada ao crescimento, mas com atraso de 2h.
Novamente, os resultados quantitativos do algoritmo de inferéncia do produto foram
muito satisfatorios.

De forma geral, este trabalho mostrou que o uso de algoritmos baseados em
técnicas de inteligéncia artificial ¢ muito promissor para inferéncia de estado de
bioreatores, mas o desenvolvimento de aplicativos em casos especificos ¢ extremamente
laborioso. Dificilmente havera um enfoque genérico para esse problema, dada a enorme
diversidade dos processos bioquimicos. A obtengdo de algoritmos robustos e confidveis
sera conseqiiéncia, assim, de um trabalho metodico, do tipo tentativa-e-erro. Neste caso
especifico, poder-se-iam sugerir inimeras outras topologias de rede, associadas ou ndo a
modelos fenomenologicos ou a modelos estocasticos em geral. Ha ampla e
continuamente crescente literatura a respeito que, certamente, nao se esgotara em futuro

previsivel.

7.1 Sugestoes
Como continuidade deste trabalho propde-se:
- Utilizacao de outros métodos de preservagdao de microrganismo como a liofilizacao;
- Estudos de outras topologias de rede;
- Utilizagdo de enfoques hibridos: neuro-fenomenolédgico e neuro-fuzzy-fenomenologico;-

Implementacdo das estratégias desenvolvidas no sistema supervisorio.
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