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“A fé e a razdo constituem como que as duas

asas pelas quais o espirito humano se eleva para
a contemplacdo da verdade. Foi Deus quem

colocou no coragcdo do homem o desejo de

conhecer a verdade e, em ultima andlise, de O
conhecer a Ele, para que, conhecendo-O e

amando-O, possa chegar também a verdade
plena sobre si proprio”.

Sumo Pontifice Jodo Paulo I
(trecho extraido da Carta EnciclicaFides et Rati)

Dedico este trabalho aos meus pais
e minhas irmas.
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Resumo

O continuo avango no processamento computacionalpveporcionando nos ultimos
anos o desenvolvimento e aplicacdo de ferramemrida ¢ez mais elaboradas de andlise e
simulacdo de processos. O uso consistente dessasndéatas demanda, entre outras
competéncias, a capacidade de interacdo com umardu@ de sistemas pre-definida pela
engenharia de processos. Por outro lado, é impdigei, nesse contexto, validar os célculos
matematicos com dados reais de processo.

Esta tese propde um ambiente integrado, utilizamdoternet como plataforma de
desenvolvimento, para simulacdo, monitoramentotralen e otimizacdo do processo de
refino do soro de queijo, utilizando enzimas imiabillas em suporte inerte como
catalisadores. O processo de refino aqui apresentehtro do escopo de uma planta
multipropdésito denominadaiorefinaria de soro de queijalisponibiliza como produtos, além
da lactose, concentrados e hidrolisados protéiays aplicacdo vasta em formulacdes
alimenticias e farmacéuticas. Assim, agrega-ser \alom importante residuo da industria
gueijeira, altamente poluente se descartad@turano meio ambiente.

Paralelamente, aspectos relevantes das reacOesatinas envolvidas na biorefinaria
do soro de queijo foram aprofundados. O agrupameetomoléculas de substrato em
pseudocomponentes, utilizando-se um enfoque hibf@llmenologico-neuronal para
descricdo da complexa cinética de despolimerizag@@matica, € a proposta para o
acompanhamento dinamico dos processos ocorrendmredinaria. Durante o procedimento
de estimativa paramétrica desses modelos cinétgaritmos globais de busca e diferentes
ferramentas de analise estatistica pds-ajuste fon@hementadas e avaliadas.

O trabalho, assim, se insere em dois dos princigégsnas/desafios do presente
milénio: reducdo do impacto ambiental provocado pmiduos agroindustriais (soro de
queijo) e desenvolvimento de processos para proddgsd alimentos a partir de fontes
alternativas (refino do soro). Nesse contexto, coaplicativo aqui desenvolvido, pequenas e
médias empresas interessadas em implementar ospoocke beneficiamento do soro de
gueijo tém acesso a dados para dimensionamenteqigamentos, estimativa do custo de
producado e do retorno de investimento, com basatealizacdes em tempo real de precos,
custos e taxas de juros pela propria Internet. @aimas avancadas de monitoramento e

controle agregadas, o ambiente integrado tambéne gedtornar atrativo para grandes



industrias de laticinios que tenham varias uniddideamente descentralizadas. Nesse caso,
cada unidade poderia ser monitorada a distanciagyemplo, por um nucleo central de
engenharia (conceito este que pode ser ampliado\as globais, com plantas de producéo
em diferentes paises).

Todos os algoritmos de monitoragdo e controle resnanplementados nesta tese
foram validados em ensaios experimentais em estlaboratério. Da mesma forma, 0s
modelos cinéticos das reacdes enzimaticas tambem fizstados, em ensaios independentes
de validacdo. Com base no conjunto de resultadesampados, pode-se afirmar que ficou
demonstrada tanto a robustez do ambiente compuotddrdiegrado, como a propriedade dos
enfoques utilizados para descricao das reacOetilise enzimatica.



Abstract

The continuous advances in process computing haoxeded in recent years several
sophisticated tools for process analysis and sitounla The effective use of these tools
demands the capability to interface with a pretexisprocess system hierarchy. Within this
perspective, an important issue is to provide nmggonl and useful simulation and
optimization applications for complex systems thequire integration with data-intensive
experimentation.

This study proposes an integrated environment, gusiernet as development
platform, for simulation, monitoring, control angbtonization of a cheese whey refinery,
employing immobilized and stabilized enzymes asalgats. The multipurpose process
described here, theheese whey biorefineryprovides, besides lactose, whey protein
concentrates and hydrolysates that can be appliddod and pharmaceutical formulae. In
these circumstances, it is possible to add valuthito significant by-product of the dairy
industry, avoiding its disposal natura(what is mostly done by small cheese manufacturers

In parallel, relevant aspects of the enzymatic treas within the cheese whey
biorefinery were investigated. The lumping of suditet molecules in pseudo-components,
using a hybrid phenomenological-neural approach description of the enzymatic de-
polymerization kinetics, is the suggestion to felldhe complex reaction dynamics in
biorefinery. During the estimative of model paraenst global search algorithms and different
post-fitting statistical strategies were implemera@d evaluated.

The work, thus, is concerned with two of the malerdmas/challenges of the present
millennium: reduction of environmental problemsatetl to the disposal of agro-industrial
residues (i.e., cheese whey) and development otepses for food production from
alternative sources (whey refinery). The integrateth application here presented may allow
small companies to access a remote “engineeringeCenvith know-how on plant design,
economic evaluation and advanced control/optinoratechniques. The idea can also be
extended to large dairy companies, providing theote control of sites of production
geographically sparse.

All implemented algorithms for remote process maniiig and control were validated
with data from laboratory-scale assays. The vabdabf the hydrolytic kinetic models

followed the same procedure. According to the adderesults, is possible to conclude that



the robustness of the integrated computationalrenmient was demonstrated. The prediction
capability of the approaches employed for desanipdf the proteolytic enzymatic reactions

was verified, as well.
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1 — Introducao

Neste doutorado, o tema central de estudo foi cerdedvimento de solucdes
computacionais para 0 processo aqui denominadefui® do soro doce de queijduscou-
se definir e implementar um ambiente integradoplataforma Internet, capaz de simular e
otimizar uma planta de refino em estado estacionateém de incorporar algoritmos para
controle e monitoramento do processo em tempo &alultaneamente, foi aprofundado o
conhecimento de aspectos cruciais do processacyartnente da cinética das reacdes
enzimaticas envolvidas, com auxilio de técnicastigizacdo nao-linear e de redes neuronais
artificiais.

Segundo estimativas recentes, produzem-se munaitdn286.000 toneladas de soro
de queijo (também conhecido como soro de leite)drUma producdo em tal escala pode
gerar algo em torno de 2,4 milhares de toneladaprateinas, potencialmente capaz de
satisfazer as necessidades protéicas diarias aximpdamente 35 milhdes de pessoas
(Torres, 2005).

Do ponto de vista industrial, existem dois tipossideo de leite: se a remocédo da
caseina presente no soro é feita pela adicdo de §H 4,6) o soro € denominagoro
acidg se feita pela acdo da enzima renina tem-sero doce que contém, em geral, maior
quantidade de pequenos peptideos e aminoacides (rgsultantes da acdo da renina sobre as
caseinas).

Devido ao seu rico conteudo nutricional, como atastabela 1.1, o reaproveitamento
do soro de leite bovino vem sendo visto com granggesse pelas industrias de alimentos e
farmacéutica nas ultimas trés décadas (Korhonéd®;2im et al, 1987). Por outro lado, o
tratamento do soro para descarte como residuar@eatite oneroso (girando em torno de US$
107 por tonelada;http://www.geafiltration.com/library/quality_membre_filtration.asp.
Esse custo elevado de tratamento se explica palo pséprio conteudo nutricional,
responsavel por sua alta demanda biolégica de mivigaproximadamente 4xitngo,.L™,
cerca de duas ordens de grandeza maior que o ekgutstico; Siso, 1996).

Com relacdo a distribuicdo de proteinas, Katn al, 1987, apontaram qug-
Lactoglobulina representa 49% da composicdo petéiédia do soro em base massica,
seguida pelai-Lactalbumina (16%), imunoglobulinas (10%) e sollsumina bovina, SAB
(5%). Adler-Nissen, 1986, apresentou a distribuig&dia dos aminoacidos presentes nos

concentrados protéicos do soro de queijo mostradahbela 1.2.
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Tabela 1.1:Composi¢cdo média do soro de queijo doce (Galvd})20

Componente Concentracéo (g.L)
Sélidos totais 66
Proteina total 6,57
Nitrogénio néo protéico 0,37
Lactose 52,3
Gordura 0,2
Minerais 5,0
Calcio 0,5
Fosfato 1,0
Saédio 0,53

Tabela 1.2: Composicdo média de aminoacidos totais (livresigadbs) em

concentrados protéicos do soro (Adler-Nissen, 1986)

Gramas de aminoacidos livres
e ligados por 100 g de proteina
Residuos acidos
Asp/Asn 12,30
Glu/GIn 20,41
Residuos
hidrofébicos volumosos
Val 6,42
Leu 14,01
lleu 6,92
Phe 3,82
Tyr 3,50
Trp 2,60
Pro 5,18
Residuos contendo enxoffe
Met 2,64
Cys 2,51
Residuos basicos
Lys 11,20
Arg 3,01
His 2,05
Residuos
neutros pequenos
Gly 1,92
Ala 6,11
Ser 4,76
Thr 6,18

O Brasil ndo dispbe atualmente de estatisticasafide producédo consolidada de
queijo, em razéo da configuracdo do mercado prodatmle ha centenas de microlaticinios
que atuam regionalmente e muitas vezes fora dot@rdbi Servico de Inspecdo Federal do
Ministério da Agricultura (SIF). Os dados de pra@tuem geral se referem tdo somente aos
estabelecimentos registrados no SIF/DIPOA do Minist da Agricultura (Divisdo de

2
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Inspecédo de Produtos de Origem Animal), que reptase conforme projecdes feitas por
especialistas, apenas 60% do mercado produtorrmaddndtp://www.abig.com.Qr

Segundo Siso, 1996, para a fabricacdo de um geilgudijo necessitam-se em média
10 litros de leite e, dependendo da quantidadegda &tilizada na fabricacéo, recuperam-se
de 9 a 12 litros de soro. Estima-se dessa formaracdo no Brasil de aproximadamente 7,4
milhdes de toneladas de soro de queijo em 20@p:fwww.abig.com.hr O estudo de
técnicas para reaproveitamento desse importaniducesla industria queijeira €, portanto,
amplamente justificavel no ambito nacional.

Nas trés ultimas décadas, foram desenvolvidos ygrocessos que permitem a
obtencdo de produtos com alto teor de proteinagasaa partir do soro, preservando suas
propriedades intrinsecas: os concentrados e cad@®lde proteinas do soro. Os processos
desenvolvidos empregam essencialmente sistemas ntembranas semipermeaveis, nos
quais a separacdo dos componentes do soro é bagetataanho molecular dos compostos.
A producéo dos ingredientes protéicos combinachasente, trés processos com membranas,
a saber: osmose reversa, ultrafiltracdo e micrafifto. Cromatografia de troca i6nica é usada
na producao de isolados de proteinas do soro; masse a separacdo se baseia na carga
eletrostatica e no carater anfotérico das protdidaman e Harper, 1999).

Em uma perspectiva temporal, as aplicagbes pararo de queijo podem ser

vislumbradas no esquema da Figura 1.1:

-

Passado Presente Futuro

Isolamento de fatores de
crescimento e fatores de
complemento

Hidradlise e fracionamento

Isolamento de imunoglobulinas

Isolamento da lactoperoxidase e lactoferrina

Valorizag&o (unidades arbitrarias)

CPS e IPS enriquecidos numa fragéo proteica

CPSelPS
Concentrado e Isolado protéico do soro

Requeijdao
Soro em pé
Incorporagio na coalhada

Ragéo animal

Efluentes

Alimentos Alimentos Farmacos
convencionais funcionais

Figura 1.1: Perspectiva temporal da valorizacdo do soro tke (€orres, 2005).
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Héa alguns anos o emprego racional do soro doceieipqa forma de complementos
protéicos produzidos a partir de hidrélises enziraét controladas vem sendo objeto de
estudo nos Laboratérios para Desenvolvimento e rAatdo de Bioprocessos (LaDABio,
coordenado pelo Prof. Roberto C. Giordano) e deekimgria dos Processos Enzimaticos
(LaBenz, coordenado pela Profa. Raquel L. C. Giurjla ambos pertencentes ao
Departamento de Engenharia Quimica da Universid&aeleral de S&o Carlos
(DEQ/UFSCar). A proposta da planta multiproposipoeaentada em forma de diagrama de
blocos na Figura 1.2 &, de certa forma, o compédd® varios estudos desenvolvidos ao
longo dos ultimos anos nesses laboratorios (SIA)0; Resende, 2002; Sousa, 2003;
Tardioli, 2003; Galvao, 2004; Vieira, 2004; Padik@07; Adriano, 2008).
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Figura 1.2: Proposta da biorefinaria do soro de queijo.

No diagrama da Figura 1.2, sdaronaturaé micro- (etapa 1) e ultrafiltrado (etapa 2),
sendo ai separada a lactose. A lactose refinatidaalo permeado da ultrafiltracdo, pode ser
utilizada na industria farmacéutica: confere corsgit@lidade, lubrificacdo e firmeza na
confec¢cdo de comprimidos, no revestimento de pilupode ser substrato em cultivos
microbianos, inclusive como indutor da producaopd&einas recombinantes; e tem amplo
uso na fabricacdo de cosméticos, entre outrasagpks. Na industria de processos quimicos
e bioquimicos, tem emprego na producéo de acicm)&tcido citrico, corantes e espumas de
poliuretano; e na industria alimenticia (Aatal, 2005). A hidrélise da lactose com a enzima
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B-galactosidase permite, por exemplo, a obtencadodei@vados lacteos para pessoas
intolerantes a lactose (Gekas e Lopez-Leiva, 1995).

O retentado da ultrafiltracdo tem seus solutostitafdos por aproximadamente 85%
de proteina (p/p) e 15% de lactose (p/p), além idenais e vitaminas (Galvao, 2004). ApGs a
secagem do retentado (etapa 3), um concentrad@iqgmoé obtido (CPS, Concentrado
Protéico do Soro). CPSs sao usualmente empregado® dngredientes para fins
farmacéuticos, médicos e alimentares tais comoealiagdo infantil, bebidas e complemento
para a dieta de desportistas. Peters, 2005, estudmabilidade econémica da producéo de
CPS para plantas norte-americanas de pequeno gpameento de 100 toneladas de leite por
dia) e grande porte (2700 toneladas de leite pa). d\ producdo de CPS mostrou-se
promissora para industrias de pequeno porte, etmugrenas um rendimento marginal foi
estimado para grandes indUstrias queijeiras nongriaanas.

As proteinas do soro concentrado podem ser sulasedidhidrolises controladas com
auxilio de enzimas imobilizadas e estabilizadadv@@a 2004; Tardioli, 2003). Utilizando a
protease Alcalase (etapa 4), obtém-se um hidrolisado protéico caidemma mistura de
aminoacidos e majoritariamente pequenos peptiddBs,( Hidrolisado Protéico do Soro).
HPSs tém grande importancia no tratamento de pasiesom desordens estomacais ou
problemas na mucosa intestinal, bem como em |a&dedésnutridos, muitas vezes com
quadro alergénico. Nesses casos, deve-se resgadtaas dietas ndo devem ser constituidas
apenas por aminoacidos livres, pois, assim toreda® hiperosmoticas, provocando
secrecao intestinal e diarréia. Conhecimentos satdai mecanismo de absor¢éo intestinal
indicam que os di- e tripeptideos sdo mais facitmabsorvidos que os aminoacidos livres.
Outros fatos ja amplamente conhecidos relacionamm®blemas de alergenicidade, devido
a presenca no hidrolisado protéico de proteinaptdeos de massa molecular elevada, e ao
sabor amargo produzido durante a hidrdlise, asdo@as aminoacidos livres com residuos
hidrofébicos (Clemente, 2000; Schmidt e Poll, 1991)

Com a enzima quimotripsina (etapa 6), € possivepatiibilizar peptideos com
aminoacidos hidrofobicos em sua porcdo carboxiiteain(Barber e Fisher, 1972); em
seguida, a enzima carboxipeptidase A (CPA, etapapafie remover o0s sobreditos
aminoacidos. Com subsequente separacdo dessexgerseto produto (etapas 8 e 9), tem-se
o produto final: BTPhe (Baixos Teores de Fenilaiajhi um hidrolisado contendo pequenos
peptideos, livre ou com baixos teores de fenilagnjue pode ser usado na dieta de pacientes
com fenilcetonuria (PKU, da sigla em inglés, uswalte utilizada). Trata-se de uma das mais
nobres aplicagdes dos hidrolisados das proteinasodm uma dieta com baixo teor de
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fenilalanina (Phe) pode efetivamente ser usada @artolar a ingestdo desse aminoécido,
proporcionando as criancas portadoras de PKU bestionento e desenvolvimento além de
evitar problemas neuroldgicos (Clemente, 2000; Maum 1994). O tratamento dietético

para portadores de PKU é caro e atualmente os fmodgpecificos disponiveis no mercado
sdo adquiridos apenas via importagdo. S&o comkigybor misturas de aminoacidos, cujo
sabor desagradavel tem de ser atenuado de alguma, fatilizando acucares e flavorizantes
para esse fim.

Ora, o diagrama esbocado na Figura 1.2 € conaeiudé analogo ao hoje utilizado
no processo de refino de petrdleo, isto €, o engpokguma série de etapas operacionais
objetivando a separacdo de produtos em fragcdesodgasicdo com maior aplicacido
comercial e, por conseguinte, maior valor agregadais especificamente, o termo
biorefinaria de soro de queijfoi utilizado para descricdo do processo em estOdmonceito
de biorefinaria, j& de uso corrente na literatuegapdenominar um complexo industrial
gerador de combustiveis renovaveis, energia edétdc outros materiais, a partir de
biomassal/lignocelulose (Yang, 2007; Ohara, 2008)afjui ampliado para definir a planta
multipropésito de recuperacdo da lactose e produd@ohidrolisados de composicéao
controlada a partir da despolimerizacdo das prasejoresentes no principal residuo da
indUstria queijeira — soro de queijo — em uma “re¢ade”, que reduz significativamente
impactos ambientais, com o auxilio de enzimas ilizaloias-estabilizadas em suporte inerte.

Quanto a apresentacdo da presente tese, devideesidade de temas abordados,
optou-se por organiza-la em quatro capitulos: Introducéq 2 — Hidrolise Enzimatica3 —
Engenharia de Bioprocessos e Sistemas aplicada @rdinaria de Soro de Queij@ 4 —
Conclusodes Gerais

A proposta de modelagem dinamica para as trés esgutteoliticas envolvidas na
biorefinaria do soro de queijo € apresentada ndua@ — Hidrolise EnzimaticaApresenta-
se uma revisdo dos temas pertinentes a modelagedticai com enzimas imobilizadas, a
metodologia experimental empregada, os resultaoliidos e conclusdes parciais.

O capitulo3 — Engenharia de Bioprocessos e Sistemas aplicaddiorefinaria de
Soro de Queijaapresenta um ambiente integrado para simulacimeacdo estacionaria da
biorefinaria do soro e para 0 monitoramento e odmtm tempo real dos reatores, utilizando
a Internet como plataforma. Com base nos resultabtidos no capitulo anterior, € também
disponibilizada analise econdmica da planta muppsito em diferentes condi¢bes
operacionais. Aléem da apresentacdo e discussaoedokados, uma revisdo dos principais

temas envolvidos, a metodologia utilizada e corddasspecificas complementam o capitulo.
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No apéndice desta tese fez-se uma descricdo sudtaspectos relevantes da
otimizagdo néo-linear e de redes neuronais adificidois temas utilizados no decorrer dos

estudos e comuns a ambos os capitulos de resultados
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2 — Hidrélise Enzimatica

Modelos cinéticos sao ferramentas importantes deiianalise e desenvolvimento de
processos quimicos e bioquimicos. A investigacadonécanismo catalitico e de possiveis
efeitos inibidores da reacdo sdo apenas algumasndésacdes encontradas durante a
elaboracdo do modelo cinético (Maria, 2004). Palditnente nas reacdes enzimaticas, com o
crescente interesse nas duas Ultimas décadas epeise 0s reatores no modo continuo ou
semi-continuo, modelos precisos sdo consideradmégicos para 0 projeto do reator e na
busca por pontos de operacédo que acarretem maidutpridade do processo (Vasic-Raeki
al., 2003).

A modelagem matematica da cinética enzimética psee classificada como
fenomenoldgica (pertencente ou ndo ao tipo Mickddinten), puramente empirica, ou
semi-empirica (Ba et al, 2007a; Schulz, 1994). Nas reacdes proteolititadavia, a
elaboracdo de modelos puramente fenomenoldgicasd@ aestrita: o elevado numero de
ligacBes peptidicas rompidas no curso da reacdoedem limiar natural para a estimativa de
parametros puramente mecanisticos. Se 0 modeldté complexo do ponto de vista de seus
numerosos parametros, perde-se em confiabilidatiistea; por outro lado, modelos
demasiadamente simples ficam limitados a uma tstfaixa de validade (Marquez e
Vasquez, 1999).

Os diversos casos tipicamente encontrados durant@odelagem de reacbes
proteoliticas permeiam o presente capitulo. Didat@ificuldade em se modelar a dindmica
de um substrato complexo e multicomponente comoor® sle queijo, a adocdo de
pseudocomponentes parece ser uma alternativa tmastamoavel. Mesmo sob tal
simplificacéo, a definicdo dos parametros cinétidos modelos da velocidade de reacdo —
sejam eles fenomenoldgicos ou empiricos — requemprego de técnicas eficientes de
regressao nao-linear. De outra parte, toda andlisdidacdo da modelagem proposta devem
ser feitas com critérios estatisticos (Van Boek@96).

Quanto a organizacdo do capitulo, o mesmo traz neviado da literatura sobre a
modelagem cinética de reagbes com enzimas imaiéliz®.1), descreve as metodologias
adotadas durante os ensaios experimentais e oviddgerento dos modelos cinético.2),

apresenta e discute os resultados obtid@ €, por fim, apresenta conclusdes parciaid) (



2 — Hidrélise Enzimatica

2.1 — REVISAO DA LITERATURA

O refino do soro de queijo s6 se tornara um projéivel do ponto de vista
econdmico se catalisadores adequados forem ubkzads reatores enzimaticos. As enzimas
devem ser estaveis nas condi¢cdes operacionaisedgdes. Se imobilizadas, simplificam
sobremaneira as operacdes unitarias requeridasatgudo reator. A subsec¢ad.ltraz uma
revisdo das enzimas envolvidas no decorrer do estudde alguns conceitos basicos
envolvidos na imobilizacdo dessas.

Para a modelagem cinética das reagfes protealitcaemum o agrupamento das
proteinas e peptideos em um Unico pseudo-subsieiominadoligagfes hidrolisaveis
Apesar de se tratar de uma abstracdo, esse recuitgpara fins de modelagem em reacdes
macromoleculares, e essencial para projeto, cengadtimizacdo dos reatores enzimaticos
contemplados na biorefinaria. A subse@ab.2 intitulada “Modelagem Cinética de Reacdes
Proteoliticas”, apresenta uma revisdo sobre asduoleigias e hipéteses observadas durante a
modelagem cinética dessas reacoes.

Para o acompanhamento detalhado do produto reddigioamacéo indispensavel na
formulagéo de produtos alimenticios e farmacos,atoschibridos fenomenoldgico-neuronais
foram desenvolvidos. A subsec¢Zd.3discute brevemente o tema e sua motivagdo nodaojo

quantificacdo da hidrélise enzimatica.

2.1.1 — ENZIMAS PROTEOLITICAS E CONCEITOS BASICOS DE
IMOBILIZACAO

No projeto da biorefinaria de soro de queijo, ades enzimaticas constituem as
etapas cruciais do processo: sd0 as enzimas ptioceDlque promovem as alteracdes
necessarias nas proteinas e peptideos do soroopsea reaproveitamento efetivo como
produtos alimenticios e funcionais. Por outro ladoimobilizacdo possibilita o reuso da
enzima e reduz custos operacionais, facilitando separacdo do produto reacional,
simplificando as operac¢des unitarias a jusanteedtor enzimatico e permitindo a operagao
do mesmo em modo continuo. Ainda, a estabilizagdenzima imobilizada faculta o uso de
temperaturas mais altas no bioreator, evitandocentaminagéo e aumentando a velocidade
da reacéo (produtividade).

As enzimas proteoliticas, produzidas por bactépksjtas e animais, constituem um

grupo grande e complexo de enzimas, as quais aiferdre si por sua especificidade pelo
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substrato, sitio ativo, mecanismo catalitico, ealsbtiade quanto a temperatura e ao pH
(Stryer, 1992).

Integrantes desse grupo, a pepsina, tripsina, dupsma e as carboxipeptidases e
aminopeptidases séo responsaveis, no trato digegtela hidrolise de proteinas ingeridas.
Além disso, sdo de grande importancia também noepsamento industrial de alimentos,
sendo usadas, por exemplo, na producao de queigpraegiamento de carnes (Whitaker,
1994).

A reacdo comumente catalisada por esse grupo d@mang a hidrolise de ligacdes
peptidicas de uma proteina (Figura 2.1), mas tanitérolisam ligagdes éster (-COOR), tiol-
éster (-COSR) e amina (-NH Podem também, eventualmente, catalisar as reaedersas,

funcionando como transferases.

ligacdo peptidice

Ry O
|1||>

R, O Rl 0O R, O
12 " 7 L
W’Tl_cl:_c_lw_cl:_cw + HZO W’\ll_(l:_C\ + "HgN—C—Cww»
H H H H H H O Y
i componente componente
peptideo carboxilico aminico

Figura 2.1: Representagcdo esquematica da hidrolise de umddigseptidica, catalisada por

uma enzima proteolitica (Tardioli, 2003).

A natureza dos grupos;RuU R é o fator diferenciador das enzimas proteoliti€as.
exemplo, quimotripsina hidrolisa rapidamente ligegpeptidicas quando o grupe fer um
residuo de tirosina, fenilalanina ou triptofanoip$ina sera ativa quando o grupof&® um
residuo de lisina ou arginina. Por outro lado, pepse carboxipeptidase A tém
especificidades baseadas na natureza do grupéArRbas hidrolisam ligacbes peptidicas a
uma velocidade maxima se o grupof®& um residuo hidrofébico, em particular, ferakaiha.

A diferenca entre as duas € que para a carboxijasetiA o residuo devera ser carboxi-
terminal. (Whitaker, 1994).

Com base na posicao da ligacédo peptidica que tsdno) as enzimas proteoliticas sao
dividas em endopeptidases e exopeptidases. As epildgses (por exemplo, tripsina e
quimotripsina) hidrolisam ligacdes peptidicas nderilor da proteina, enquanto as
exopeptidases (por exemplo, carboxipeptidases enogmptidases) hidrolisam ligacoes
peptidicas carboxi- ou amino-terminais (Whitak&94). As enzimas proteoliticas sdo ainda
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subdivididas em quatro grupos, com base em seuniseta catalitico: serina-proteases, tiol
ou cisteinas proteases, metalo-proteases e cafbokilases ou proteases acidas.
A seguir apresenta-se uma breve descricdo de cemilmae proteolitica utilizada no

decorrer deste estudo.

Alcalase7

A Alcalasé]l é uma preparacdo enzimatica comercial, produzela Novozymes,
usada em formulacdes de detergentes para removehasga base de proteinas, como por
exemplo, sangue e varios alimentos (ovos, molhts). & enzima Alcalade converte as
proteinas presentes nas manchas em peptideosajfazid@ente dissolvidos ou dispersos no
liquido de lavagem.

Segundo a Novozymes, a Alcalase classificada como uma subtilisina (EC
3.4.21.62), é uma serina-protease, massa molealdaraproximadamente 27 KkDa,
caracterizada pelo seu excelente desempenho deftpsraturas e moderada alcalinidade, e
€ produzida por fermentacdo submersa de um miao@mmo ndo patogénico do género
Bacillus A preparagdo enzimatica comercial € disponivelforana granular e liquida.
Enzimas granuladas séo tratadas com tiossulfateéde, quando na forma liquida, e
revestidas com sulfato de sédio apos granulacad@n&snas liquidas encontram-se diluidas
em um meio composto por monopropilenoglicol oueglit (Enzyme Business, 1994).

Embora a Alcalase seja amplamente utilizada, sua especificidadeaaméb foi
totalmente caracterizada. Sabe-se que essa enzidmalida principalmente ligacoes
peptidicas contendo residuos hidrofébicos no laddboxilico, podendo ser utilizada
eficientemente na producdo de um preparado contpedoenos peptideos a partir das

proteinas do soro, por exemplo (Adler-Nissen, 1986)

Quimotripsina

A quimotripsina (EC 3.4.21.1) é uma protease sgddh no pancreas de todas as
espécies superiores na forma inativa de quimoh@gg&nio e apresenta massa molecular de
aproximadamente 25 kDa. Essa enzima catalisa,rprefi@lmente e com maior velocidade, a
ruptura de proteinas em enlaces peptidicos especiflas cadeias laterais hidrofobicas e
volumosas de fenilalanina, tirosina e triptofanopbera também catalise a sintese de

peptideos, esterificacdo de aminoacidos e sineeha@ldazidas (Sanchez, 1995).
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Carboxipeptidase A (CPA)

A carboxipeptidase A (EC 3.4.17.1) € uma exopeptdaom massa molar de
aproximadamente 34,5 kDa pertencente a classe dtdonaproteases, pois possui um ion
zinco fortemente ligado cujo papel € fundamentah gaia atividade catalitica. Formada por
uma Unica cadeia polipeptidica contendo 307 amidoacesta protease catalisa a hidrélise
de ligacBes peptidicas nas quais ndo estejam peeseomo residuos carboxi-terminais a
arginina, lisina ou prolina (Whitaker, 1994).

A CPA remove rapidamente os aminoacidos aromatiadsoxi-terminais Tyr, Phe e
Trp, mas também e com menor velocidade os aminagchddrofobicos e alifaticos
volumosos, tais como Leu, lleu, Met, Thr, GIn, Hida e Val (Barber e Fisher, 1972). Além

desses, a CPA também remove lentamente Asn, SerEly, Asp e Glu (Tardioli, 2003).

2.1.1.1 — Imobilizagéo de Enzimas

Discussdes amplas sobre os conceitos de imobibzac&cnicas utilizadas neste
trabalho podem ser encontradas em Galvao, 2004, gaterivado quimotripsina-glioxil-
agarose; e Tardioli, 2003, para os derivados Adealae CPA-glioxil-agarose.

A ligacdo da enzima em suportes pode ser feitagbsprcdo ou ligacdo quimica
(ibnica, covalente ou metélica). Na ligacdo covi@ea suporte ativado liga-se quimicamente
a grupos funcionais especificos da enzima, depeieddns grupos ativos disponiveis no
suporte (ligante).

Métodos de ativacdo, preferencialmente realizadasmgorte, tém por objetivo
introduzir grupos reativos na superficie do supodigazes de se ligarem aos grupos reativos
da enzima. As ativacbes mais usuais sao feitas lmmmeto de cianogénio, reagentes
bifuncionais contendo grupos epoxidos ou aldeidlisidol, por exemplo).

A ativacdo do suporte com grupos aldeidos, usatid@al (2,3-epoxi-propanol)
como reagente bifuncional, vem sendo amplamentausas Ultimas duas décadas. Uma das
grandes vantagens em se utilizar suportes ativeoiws grupos glioxil na imobilizacdo de
enzimas é que as ligacdes enzima-suporte (amimddaldprovocam uma minima distorcéo
da estrutura tridimensional da proteina. Por canség € possivel preparar derivados muito
mais ativos (Guisan, 1988). A Figura 2.2 apresentsistema imobilizagdo-estabilizacao
proposto por Guisaet al, 1993.
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NH;

Figura 2.2: Sistema imobilizacao-estabilizacdo (Guiséml, 1993).

Quanto ao suporte dos catalisadores aqui empregagelsde agarose — esse compde
parte do agar, um polimero natural obtido a pddialgas vermelhas e constituido por duas
fracOes: agarose e agaropectina. Suas carac@&sist&o dependem unicamente das algas
utilizadas, mas também da época da coleta, do éodalmétodo de extragdo (Painter, 1985).
A agarose € formada pela repeticdo de aproximadam&P0D unidades de agarobiose,
atingindo massa molar em torno de 120 kDa.

Dentre as principais vantagens de se utilizar s dgé agarose, pode-se destacar:
estabilidade mecéanica; grande area superficialed#®o dos poros superior a de outros géis;
resisténcia a degradac&o microbiana; transparéticeatanto na regido do ultravioleta quanto
no visivel (o que viabiliza a quantificacdo da idiide enzimatica por espectrofotometria);
facil ativacao e atoxicidade. Porém, algumas ddagans também podem ser associadas ao
gel: ndo podem ser esterilizados; desintegram-ssofumdes fortemente alcalinas e solventes
organicos; necessitam ser estocados na forma uUpwodaencolherem irreversivelmente
quando secos e, principalmente, sdo de elevado @ustificando a pesquisa em suportes
alternativos e viaveis economicamente; Adriano 8200

Mateoet al, 2006, trazem uma ampla discussao sobre os deswiglioxil-agarose.
Os autores reafirmam a eficacia desse suporte ewerpcatalisadores altamente estaveis na
imobilizacdo de proteases e apontam algumas queatdda em aberto para 0 seu uso em

escala industrial.

2.1.2 - MODELAGEM CINETICA DE REACOES PROTEOLITICAS

Modelos que quantificam a velocidade enzimatica peotedlise devem,
necessariamente, estar embasados em abordagefifcsidgs. O grande numero de ligacdes
peptidicas rompidas durante a hidrélise enzimati@amaioria das moléculas poliméricas
representa uma limitacdo natural a possibilidadeestEmativa de parametros cinéticos
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derivados puramente de modelos fenomenoldgicos probiiema geral no estabelecimento
de modelos cinéticos para a hidrolise de substratasromoleculares com etapas de
despolimerizacao (Cheat al, 2007; Gallifuocaet al, 2004; Silvestre, 1997). Além disso, um

modelo muito complexo dificilmente apresentara iadnlidade estatistica satisfatoria a partir
de simples ensaios cinéticos, que ndo medem, pemmr, concentracdes de espécies
intermediérias. Tipicamente, a correlacdo entre §eumerosos) parametros sera alta.

O tratamento matematico do problema exposto € rgerdaé contornado utilizando
técnicas de agrupamento de moléculas (do inglégping em um Unico pseudo-substrato:
“ligacBes hidrolisaveis” e em um pseudoprodutagdtibes hidrolisadas”. As concentracdes
desses pseudocomponentes sdo obtidas a partir digdmedo grau de hidrélise (Adler-
Nissen, 1986).

A modelagem cinética apurada das “ligacdes hidredis”, cuja expressdo de
velocidade comumente utiliza relagbes empiricagquacdes do tipo Michaelis-Menten, é
fundamental no projeto do reator enzimético e needeolvimento de estratégias para
controle e otimizacdo do mesmo (Marquez e Vazqué€Rd9; Margotet al, 1997;
GonzalezTelleet al, 1994).

2.1.2.1 — Tratamento Matemaético

Entende-se por cinética enzimatica a quantificagéoalguma forma funcional, dos
efeitos relevantes para definir a velocidade daadeaatalitica. Concentracdo de enzima, de
substrato(s), de co-fatores e de inibidor(es), peratura, pH, forca idbnica sao alguns fatores
que influenciam a cinética enzimética intrinseaar. ®utro lado, na presenca de efeitos de
transporte de massa no filme externo ao biocatllisa velocidade de agitacdo (em reatores
agitados) ou de escoamento (em reatores de edpgdode ser um parametro importante para
a cinética aparente de reacéo.

Enzimas sdo catalisadores biolégicos (biomoléculas) reduzem seletivamente as
energias de ativacdo das reacdes quimicas vitaergil de ativacdo se contextualiza aqui
COmo a energia minima necessaria para que uma utelkde substrato (reagentalcance o
estado de transic&P e se torne o produfd. Tipicamente, uma reacao catalisada por enzima
pode se processar, a 25°C® B010' vezes mais rapidamente que a mesma reacdo n&o
catalisada.

O alto grau de seletividade/especificidade dasneszioriginou a hipotesaemplete”

ou da analogia “chave-fechadura” (Fischer, 18pdd Schulz, 1994). O modelo, Figura 2.3,
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considera que a enzima possui uma regido chasitidaativo, a qual é complementar em

tamanho, forma e natureza quimica a molécula detrsub.

Eb’ N . ‘ .

Figura 2.3: Modelo chave-fechadurat{p://www.ciagri.usp.br/~luagallo/Enzimas2.htm

Embasado no modelo chave-fechadura, Brown, 180@d Schulz, 1994, propds o
mecanismo apresentado na Equacdo 2.1 para uma reaigdisada com enzimas (uma so

enzima e um soé substrato):

ko k
E+So ESw E+P (2.1)
k—l

SendoE — a enzimaS — o substratoES— o0 complexo de transi¢do enzima-substrte;o

produto da reacadg, k1 ek, — 0s parametros cinéticos da reacao.

Posteriormente, Koshland, 1958, prop6s a teoriambaixe induzido. A teoria sugere
que, quando formado o complexo enzima-substratgulostrato induz uma mudanca
conformacional na subunidade da enzima com a gtexbige, como ilustra a Figura 2.4. Essa
mudanca pode ser transmitida as subunidades vgiim@duzindo na enzima a conformacédo
responsavel pelo processo catalitico.

2 T

Figura 2.4: Hip6tese do encaixe induzido de Koshland

(http://www.ciagri.usp.br/~luagallo/Enzimas2.htm
O mecanismo no qual se baseou o modelo de MickHdeliten foi proposto por

Brown e teve sua formulacéo feita através de uthdmie tratamento matematico dado por

Henri, real autor da equacdo frequentemente atidbla Michaelis e Menten, que
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reconheceram que seus propoésitos foram apenaséoraeidéncia experimental ao modelo
matematico formulado por Henri (Schulz, 1994).

O tratamento matematico que se apresenta a segulado por Briggs e Haldane
(Schulz, 1994), que ao formularem h@potese de estado pseudo-estacionarigara o
complexo ES permitiram que fosse obtida uma derivagdo maislgda equacdo. A
formulacdo de Henri, que utiliza a hipétese de ldaqio rapido da primeira etapa (a etapa
controladora seria a segunda, a decomposicéo dpleemES, vide Equacéo 2.1), s6 torna a
equacdao aplicavel a sistemas onde a velocidadea®nposicdo do complexo na direcdo do
produto seja muito menor que a decomposicao do lexmpara regenerd + S (k, << k).
Outras hipoteses de Briggs-Haldane s&o: conceotrdgdenzima rhuito menor” que a
concentracdo de substrato e decomposicdo do comipleemE + P irreversivel (Bailey e
Ollis, 1977). Obtém-se, assim, uma expressdo métamanalitica para a variacdo da
velocidade da reagdo com a concentracdo de subdr@urva que representa essa equagao
tem a mesma forma geral para a grande maioriardasas (hipérbole retangular) e pode ser

expressa algebricamente pela Equacéo de Michaeligevi (Equacao 2.2):

k,[C [C
r=—-—_—= (2.2)
Ky +Cs

Sendor — a velocidade de consumo de substi@tg— a concentracao inicial de enzingg;

— a concentracao de substrd{g;— a constante de Michaelis-Ment%nM = k-lk+ kZJ :
1

Em alguns casos ainda sdo observados efeitosoOmdsii quando estdo presentes
agentes que interferem na reacao, reduzindo soaidatie. Exemplos tipicos de inibidores
enzimaticos sdo: a inibicdo competitiva pelo progat acompetitiva, a hdo-competitiva e a
inibicdo pelo produto e substrato simultaneameméi¢do mista). Para esses casos,
expressodes para a velocidade de reacéo de forroiariahsemelhante a de Michaelis-Menten
podem ser obtidas a partir do enfoque de Briggsidied (Schulz, 1994).

O vasto emprego da Equacdo 2.2 na modelagem eranme&h muito se deve a
independéncia temporal entree Cs, 0 que permite, via método das “velocidades irstia
técnicas de regressao linear, a estimativa dosnedirdsk, e Ky (Segel, 1975). Entretanto, a
falta de critérios claros na literatura especidlizpara a faixa de aplicabilidade da Equacao
2.2 pode conduzir a estimativas de parametros ciga® para reacgfes enzimaticas que
ocorrem fora da faixa onde as consideracdes paerigacao da expressao de Michaelis-
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Menten sdo validas (Tzafriri e Edelman, 2007; Réah Prvan, 1996). Os autores Asprey e
Naka, 1999 e Buzzi-Ferraris, 1999, ainda argumentque, quando técnicas de
parametrizacdo e de regressao linear sdo necasgarao ajuste, interpretacdes errbneas nos
valores nominais dos parametros podem ocorrer.

Como alternativas a modelagem cinética classicaMighaelis-Menten e/ou as
técnicas de regressao linear destacam-se:

(1) a obtencdo de equacdes analiticas aproximadas cofioado método da
perturbacdo singular: para muitos sistemas reasiandecaimento das variaveis
“rapidas”, comumente as espécies intermediariagr®em uma escala de tempo
de pouca importancia para a inferéncia do decaondat variaveis “lentas”,
geralmente as espécies de interesse na reacaoce(Rixel994). Dai, um conjunto
reduzido de equacdes pode ser obtido para repaesesistema (Schnell e Maini,
2002; Liet al, 1993);

(i) métodos “diferenciais”, onde dados na forma de ciédmle de reacdo contra
concentracdo dos componentes presentes no siséenaustados diretamente na
equacdo de velocidade da reacdo proposta (KoerbiEinke 1986; Cornish-
Bowden, 1972);

(i)  estimativa da velocidade da reacdo sem o empregmdeodelo fenomenoldgico.
Nesse caso, redes neuronais artificiais sdo contenagticadas. Tal abordagem,
apesar de ndo permitir extrapolacdes, descreverelativa precisdo a evolucéo
temporal dos componentes em sistemas enzimaticus @ al, 2007; Baughman
e Liu, 1995);

(iv) o sistema de equagbes diferenciais que descreeacda enzimatica pode ser
integrado numericamente e seus parametros cinéiessados diretamente na
curva de concentracdo de substrato/produosus tempo por métodos de

regressao nao-linear (Duggleby 1995; Zimmerle edem, 1989).

Com o crescente avancgo tecnolégico no processangentputacional, 0 métode
combinado com técnicas de otimizacdo néo-lineaa patimativa dos parametros cinéticos €
considerado atualmente uma alternativa interessactda vez mais factivel nos casos em
que a velocidades de reacdo preditas por expregsedgpo Michaelis-Menten mostram-se
imprecisas (Schnell e Maini, 2003; Asprey e Nalk®3t Buzzi-Ferraris, 1999).
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2.1.2.2 — Efeitos de Transporte de Massa na Veloeide Aparente de Reagéo

No caso de enzimas imobilizadas, € comum que aicnébservada nédo seja
governada exclusivamente por interacdes entre emang o substrato, mas também pela
velocidade de difusdo do substrato a superficieswfworte (efeito difusivo externo), ou,
internamente por entre 0s poros do suporte (etbftsivo intra-particula). Nesse caso, a
concentracdo real de substrato que estd em eguiibm a enzima imobilizada (sistema
heterogéneo) € menor que a que haveria caso reageatalisador fossem solluveis (sistema
homogéneo; Bailey e Ollis, 1977). A hipétese dadstpseudo-estacionario, por exemplo,
merece cuidado especial em sistemas onde a limifagédifusdo é relevante (Georgakis e
Aris, 1975).

Como, usualmente, a area efetiva da superficienatda particula € superior a da
camada limite externa, a velocidade global de eggEde ser afetada efetivamente pela
facilidade do reagente em chegar ao sitio ativerd@ma imobilizada, isto é, pela velocidade
de difuséo intra-particula (Forni, 1999). J4 coexdddo a tortuosidade dos poros, a lei de

Fick € comumente adotada para descrever a veleidaddifuséo interna- D, (0C/d{ ,)

sendoC a concentracao da espé@f@ coordenada da difusa®ea difusividade efetiva.
Define-se também o fator de efetividaglpara analise de efeitos difusivos na cinética
da reacdo. O parametm relaciona a velocidade reacional observada conelacidade

tedrica livre dos efeitos de transferéncia de mé3aiey e Ollis, 1977).

2.1.3 — MODELAGEM HIBRIDA FENOMENOLOGICO-NEURONAL PARA
REACOES PROTEOLITICAS

Uma dificuldade importante para modelar processmgednoldgicos reside na
descricdo precisa de sua cinética. E comum em gsoseindustriais a utilizacdo de um
conjunto diferente de parametros cinéticos parerahétado periodo ao longo do ano em um
anico modelo. Com o objetivo de descrever o conapeoento dindmico do processo por
longos periodos, os modelos requerem uma novaastarde seus parametros a medida que
ocorrem alteracGes nas condi¢cdes operacionaiscemposicéo do substrato. Nesse quadro
geral, modelos robustos s6 podem ser obtidos quarmdi@rdagem utilizada na modelagem e
o procedimento de reajuste de seus parametros edacd implementacdo e repetidos
periodicamente (Riverat al, 2007).

Particularmente nas reacdes de hidrélise do seroqukijo, a variabilidade na
composicao da matéria-prima € alta e depende wdniat do tipo de queijo produzido e de
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fatores sazonais e climaticos. Apesar da modelagi&imando a concentracdo molar de
ligagBes hidrolisdveis ser de grande valia na atgéo, projeto e controle do reator
enzimatico, uma descricdo mais detalhada dos pedisrmados ao longo da reacéao é
indispensavel para se gerar produtos de forma alada, com propriedades dentro de
especificacdes pré-estabelecidas e, portanto, caior walor comercial (Margadt al, 1994).
Nesse caso, um modelo cinético puramente fenomginolésbarraria em limitagdes como o
grande numero de parametros cinéticos necessario®l@a correlacdo entre 0s mesmos.
Ainda, devido a complexidade da composicao do satiosta modelagem so se torna factivel
com a adogéo de pseudocomponentes (Ehah 2007; Moteet al, 2006; Shiet al, 2003).

A limitacdo em se modelar fenomenologicamente &aéticia proteolitica dos
pseudocomponentes conduz naturalmente a abordaggriscas ou semi-empiricas. Nesse
sentido, as redes neuronais artificiais, RNAs,fegguentemente utilizadas como estimadoras
de estado ou de parametrosgBaal, 2007b; Zandeeet al, 1999; Eerikaineet al, 1993).

O emprego de redes neuronais artificiais tem siazna predicdo e otimizacéo de
processos onde a modelagem fenomenoldgica falntestes de validacdo (Baughman e Liu,
1995; Bhat e McAvoy, 1990). A combinacdo de balang® conservacdo de massa
fenomenoldgicos em reatores bioquimicos com a @g@de de predicdo das RNAs para a
cinética pode prover modelos hibridos capazesldeioear diferentes variaveis que afetam a
cinética enzimética — como temperatura, pH, etmtdRet al, 2007; Riveraet al, 2007;
Zander et al, 1999; Eerikaineet al, 1993).

Na secadredes Neuronais Artificiaiglo apéndice desta tese apresenta-se uma revisao

dedicada ao tema.
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2.2 - METODOLOGIA

Nesta secdo estdo descritos os procedimentos mguesis € metodologias utilizadas
no decorrer dos estudos das protedlises. Devideessilade de experimentos realizados e a
variabilidade das condicdes operacionais praticaddsngo deste trabalho, detalhes de cada
experimento serdo disponibilizados durante a aptag&o dos resultados.

Prética de rotina para determinacédo do teor pmtécc soro de queijo, 0 método de
Kjeldahl é descrito na secah2.1 Nas trés subsecbes seguin@g.2 2.2.3 e 2.2.4 sado
apresentadas as metodologias empregadas para at@mmnto cinético das trés reacdes
estudadas: concentragdo molar de ligacdes hiddaksaalculada via medicdao do grau de
hidrolise ou detalhamento dos produtos reacionai cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC).

Na seqUéncia, sdo apresentados o0s procedimentzsdas para construcdo dos
modelos para predi¢cdo da concentragcdo molar dedkgahidrolisada2(2.5 e dos modelos
cinético-neuronais para detalhamento dos prodetxsonaisZ.2.6.

As duas Ultimas secdes tratam dos algoritmos dmizascado 2.2.7 e dos
procedimentos adotados durante o ajuste cinétisgpdimetros e calculo de seus intervalos
e regides de confianca estatistiz® (8.

2.2.1 — CONCENTRACAO DO SORO DE QUEIJO E SEU TEOR DE
PROTEINAS

O soro de queijen naturautilizado ao longo de todo o estudo foi gentilneecédido
pela Cooperativa de Lacticinios Sado Carlos e emafiiirado em membrana de Opn
(modelo CFP-2-E-8A, Amersham Biosciences) parariéségdo da matéria-prima e,
posteriormente, concentrado por ultrafiltracdo eemtorana com corte de 10 kDa (Sistema
Millipore-Pellicon2®).

Rotineiramente, a determinacdo da concentracaoadeipas totais no soro de queijo
foi feita segundo o método de Kjeldahl (Kjeldah883 apud Bradstreet, 1965) descrito a

sequir.
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2.2.1.1 — Método de Kjeldahl

O método de Kjeldahl para quantificacdo do teotgico pode ser dividido em trés
etapas descritas a seguir, a saber: digestaojagéstie titulacdo da amostra em analise
(Kjeldahl, 1883apudBradstreet, 1965).

Digestdo da Amostra

Nos tubos de digestao foram colocados 2,5 mL desaey@®?5 mL de acido sulfarico
concentrado, 2 g de catalisador (preparado com pentez de CuSQpara trés partes de
K.SQOy) e esferas de ebulicdo. Em seguida, a mistura,aguesentava coloragdo marrom
bastante intensa, era digerida em temperaturadaeaté que atingisse uma tonalidade verde
suave (apés aproximadamente 2,5 horas). Uma vezidhg as amostras, aguardava-se 0s

tubos atingirem temperatura ambiente para destilsgBisequente.

Destilagdo da Amostra
Para a destilacdo das amostras foram preparadeg®eslde acido borico 2% (2 g em
100 mL) e NaOH 32% (32 g em 100 mL). Os erlenmegentendo 100 mL de acido bérico e
5 gotas de indicador misto foram, juntamente contub®s, posicionados na unidade de
destilacao para se iniciar o processo. O tempceretppor tubo para destilagéo foi em torno

de 6 min.

Titulagdo da Amostra
Concluida a destilacdo, o conteudo dos erlenmesestitulado com HCL 0,1N
(volume de aproximadamente 14 mL para 50'gde proteina). De posse dos dados da

titulacdo e da Equacao 2.3, determinava-se a ctracéo de proteina presente nas amostras:

CProtel’na = 6’3814‘/HCLCHCL (23)

amostra
Sendo:Cproteina— @ concentracdo de proteina toaB8— o fator de conversao de nitrogénio
total para nitrogénio protéico para proteinas die;l&é4 — o peso molecular do nitrogénio;
VhcL — 0 volume de &cido gasto na titulac&®ic. — a concentragdo do acido usado na

titulacao;Vamosira— O Volume de amostra.
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2.2.2 — METODOLOGIAS PARA ESTUDO CINETICO DA HIDROLISE DAS
PROTEINAS DO SORO COM QUIMOTRIPSINA

A endoprotease Quimotripsing,.C. 3.4.21.1 de pancreas bovino, tipo Il (Sigma
Chemical Co., C-4129), era imobilizada em gel gliagarose 6%. Os protocolos adotados
para imobilizacdo multipontual e para dosagem dadatle recuperada estdo descritos em
Galvao, 2004. Apos cada ensaio cinético, era meglidvidade remanescente do derivado
quimotripsina-glioxil-agarose. Quando a mesma &i®9% de sua atividade inicial, novos
catalisadores eram preparados.

Duas abordagens foram utilizadas no estudo ciné&oreacdo com a enzima
quimotripsina: concentracdo molar de ligacfes gagats hidrolisadas e distribuicdo das
massas molares dos hidrolisados formados duranteagdo. As metodologias para

acompanhamento de ambos os enfoques sao desargaguéncia.

2.2.2.1 — Grau de Hidrolise e Concentracdo Molar deigacdes Hidrolisadas

Uma das primeiras aplicacbes que quantificava oendntle ligacdes peptidicas
rompidas como critério da eficiéncia do grau dediise foi citada por Calvery, 1938pud
Adler-Nissen, 1986. Desde entdo, essa técnica i@onpadrdo para muitos trabalhos que
envolvem reacgdes proteoliticas.

Muitos autores tém mostrado que a extensao nas gagropriedades funcionais de
uma proteina podem ser alteradas por hidrélise distdamente relacionada ao grau de
hidrolise por elas, proteinas, sofrido. Define-saugde hidrolise como a porcentagem do
namero total de ligagBes peptidicas em uma protgieafoi rompida durante o processo de
hidrdlise, levando-se em conta a especificidadendama utilizada e a quantidade de residuos
que sao substratos para a mesma (Adler-Nissen).1986

Para a medicao do grau de hidrdlise, a técnicaH$tapo ou de titulacdo dos protons
liberados € uma das mais utilizadas (Silvestre71%ara as proteinas do soro, a reacao de
hidrélise pode ser generalizada na seguinte equacao

H,O

: (aming  (carboxil) (2.4)
R ~NH-+-OC-R, - R ~NH, +HOOC-R,

X
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Apés a hidrdlise, ocorre a protonacdo/desprotonag® grupos amino e carboxil
terminais, equacoes 2.5 e 2.6:

PO NH, + H" o PO NH5" (2.5)
PO COOH « PO COO +H' (2.6)

A técnica do pHstato vale-se do fato de que quanbwirdlise ocorre em pH neutro
ou alcalino, a dissociagdo de prétons de grupos@miires € favorecida, Equagédo 2.5. A
liberacdo de protons conduz a reducdo do pH do.nmAssim, o numero de ligacdes
peptidicas clivadas pode ser estimado pela quatidea base requerida para manter o pH
controlado durante a reacdo (Adler-Nissen, 1986).

Hidrélises das proteinas do soro de queijo conadatcom quimotripsina imobilizada
sobre glioxil-agarose foram desenvolvidas utilizasd a técnica do pHstato, na qual o
consumo de base durante a reacéo resulta direameigrau de hidrolisBHquimer Ccalculado
por (Adler-Nissen, 1986):

11 1
GH oumor = VaelCaase— —— (2.7)
QuimoT Base™ Base a MP htOt

Sendo:Vpase— 0 Volume de base consumido durante a reacag (@pdsr— a concentracdo da
base titulante (molt); @ — o grau de dissociacdo médio dos grupd¢H, funcéo do pH e da
temperatura de trabalho (disponivel em Adler-Nisd®86, pagina 123MP — a massa de
proteina (goteind; Mot — 0 NUmero total de ligagbes peptidicas no sulospeotéico: 8,8
mmol.Groweina- Para proteinas do soro (Adler-Nissen, 1986, patjia

A concentracdo molar de ligacdes hidrolisadas geil@otripsinaCp € a concentracao
inicial de ligagBes hidrolisaveiSy, eram calculadas, respectivamente, pelas equagdes 2
2.9:

CP = CProtel’nahtotGHQuimoT (28)

CN 0 = CProtel’nahlotGH Max,QuimoT (29)
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Sendo:GHwax,quimot— O grau de hidrélise maximo que se pode obter aglio da enzima nas
proteinas do soro de queijo (19,5% para a quinsitd) Galvaet al, 2001).

2.2.2.2 — Acompanhamento da DistribuicAalas Massas Molares dos Peptide
Formados

Vinte e cinco microlitros de cada amostra de hidaolo com quimotripsina foram
injetados em uma coluna de separacéo por excles&anthnho Superdex Peptide 10/300 GL
(GE Biosciences). Utilizou-se como fase mével ogamfosfato 0,02 M, pH 7,2 com 0,25 M
de NaCl a uma vazéo de 0,25 mL.thidp6s duas horas de analise, os peptideos detsciad
214 nm eram agrupados em faixas de massas mokrasoddo com a curva de calibracao
descrita a seguir.

Apés a injecdo de seis padrbes de proteinas/peptimam distintas massas molares
(soro albumina bovina — 67000 D@lactoglobulina — 18300 Day-lactalbumina — 14000
Da; insulina — 5800 Da; angiotensina Il — 1003 Deueina encefalina — 560 Da) foi possivel
a obtencdo de uma equacdo que relaciona a corg@ntnaassic& como funcdo da éarea

cromatograficac e do tempo de retencgo

C = (1,625.107° -1,426 10 °t ) A, (2.10)

SendoC em g.L'"; Ac em Volt.min;tx em min.

A Figura 2.5 apresenta a dispersdao do ajuste pakaquacdo 2.10 durante o

procedimento de calibracéo:

3,5

I = g I w
=} n =] &} =}
1 1 1 1 1

Concentrag&o Massica (g.L™)

o
v
1

o
=)
1

0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5

Concentragio Massica Experimental (g.L™)
Figura 2.5: Dispersao dos dados para a curva de calibracao.
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2.2.3 -METODOLOGIAS PARA ESTUDO CINETICO DA HIDROLISE DAS
PROTEINAS DO SORO COM CARBOXIPEPTIDASE A

A exoprotease Carboxipeptidase AC. 3.4.17.1do pancreas bovino, tipo Il (Sigma
Chemical Co., C-0386), foi imobilizada multipontuente em gel glioxil-agarose 6%. Os
protocolos utilizados para imobilizacdo e para dgesa da atividade recuperada apos
imobilizagéo sé&o reportados em Tardioli, 2003, om@eitor adota uma unidade de hipuril-L-
fenilalanina (Y.pne) coOmo a quantidade de enzima que hidrolisaniol de hipuril-L-
fenilalanina por minuto a 25 °C e pH 7,5. ApOs cadsaio cinético, era medida a atividade
remanescente do derivado CPA-glioxil-agarose. Quaadmesma atingia 80% de sua
atividade inicial, novos catalisadores eram prej@sa

Pré-hidrolisados de quimotripsina foram submetidoagdo da CPA imobilizada a
45°C e pH 7. Amostras eram coletadas durante osiosng a concentracdo molar dos
aminoacidos liberados era determinada por cromafiagiquida de alta eficiéncia por troca

ibnica. A concentracdo molar das ligac6es hidrdasaambém foi calculada.

2.2.3.1 — Analise de Aminoacidos por Cromatografihiquida de Troca I6nica

Inicialmente, proteinas e peptideos presentes masteas de hidrolisados com CPA
eram precipitados pela adicdo de &cido tricloroeméR,4 M para uma razao final
amostra/acido de 1/1 (v/v). Apos centrifugacdopbrenadante era diluido para uma faixa
apropriada com tampao citrato de sédio 0,2 N () & filtrado em membranas de 04%.
Dez microlitros das amostras eram automaticamen&tados na coluna e um gradiente
apropriadd era aplicado por 72 minutos. A temperatura deism&ra de 60 °C e os
aminoacidos detectados por fluorescéncia (excitacgsd nm e emissao a 450 nm).

Foi utilizada a pré-coluna Shim-pack ISC-30/5050# (Shimadzu), a coluna Shim-
pack ISC-30 amino-Na (Shimadzu) e as fases mévdisrpao citrato de sédio 0,2 N, pH
3,2 ajustado com acido perclérico), B (citrato ddis 0,6 N e acido borico, pH 10 ajustado
com hidréxido de sédio 4 N) e C (hidroxido de sé@j@ N) a uma vazdo de 0.5 mL.fin
Foram usados para derivatizagdo pés-coluna asdedRA (solucdo de acido borico — acido
carbbnico, pH 10, contendo 0,04% (p/v) de hipotdotie s6dio comercial) e RB (solucao de

! 0s valores tabelados do gradiente podem ser eadostno Manual de instrugdo para analise de amdusc
em HPLC LC-10A/C-R7A SHIMADZU, cap. 3, pag. 3-19.
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0,8 mg.mL' de o-ftaldeido, contendo 0,4 mg.riiLde Bry-35 e 0,2% (v/v) de 2-
mercaptoetanol) a uma vazao total de 0,4 mLmin

A concentracdo de aminoéacidos era determinada p@r de curvas-padrdo, obtidas
para vinte aminoacidos (padrédo Sigma Chemical £8908).

2.2.3.2 — Grau de Hidrolise e Concentracdo Molar deigacdes Hidrolisadas

Quantificada por cromatografia liquida a concedtoagnolar dos aminoacidos
liberados durante a reacdo, o grau de hidrélisa pairolisados com CPAGHcpa €era

calculado pela Equacgéo 2.11:

GH.. = M aar (2.11)

cPA ~
M aar

Sendo:Maa1 — a massa (em gramas) de aminoacidos liberadas GReA por grama de
proteina oferecidaylaa r— @ massa total de aminoacidos disponivel por g@aproteinas do

soro Maat=1,1554 gA.gprotem;ll; valor médio estimado por Adler-Nissen, 1986).

A concentracdo molar de ligacdes peptidicas hsldAsCp e a concentracdo molar
inicial de ligac6es peptidicas hidrolisav€is eram calculadas com as equacdes 2.12 e 2.13:

CP CProteinahtotGHCPA (212)

CNO = CProteinahlot (GH Max,CPA - GH QuimoT) (213)

Sendo:Cpyoeina — @ CONcentracéo inicial de proteinas no pré-hghdo com quimotripsina;
GHouimor— 0 grau de hidrolise obtido pela agéo préviawengtripsina;GHwax.cpa— 0 grau
de hidrélise maximo obtido para as proteinas do pela acédo seqtiencial de quimotripsina e
da CPA, neste trabalho foram observados valoresQidepa até 30%, sendo esse o adotado

paraGHwax,cra
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2.2.4— METODOLOGIA PARA ESTUDO CINETICO DA HIDROLISE DAS
PROTEINAS DO SORO COM ALCALASE O

Foram desenvolvidos neste trabalho modelos hibfelommenologico-neuronais para
predicdo da distribuicdo das massas molares duaahigrdlise enzimatica das proteinas do
soro de queijo concentrado catalisada pela enzitnalasél imobilizada em gel glioxil-
agarose 10% (protocolos de imobilizacdo e de medigiatividade descritos por Tardiol,
2003). Tardioli, 2003, também adotou uma unidad@&ldeenzoilt-arginina (Lsagg) COMo a
guantidade de enzima que hidrolisgrtol de N-benzoil-arginina por minuto a 25 °C e pH
7,6.

Amostras foram periodicamente coletadas e anabsemiaforme metodologia descrita
no item 2.2.2.2 (utilizando, nesse caso, a columaegclusdo de tamanho Pharmacia Biotech
Superdex Peptide HR 10/30 e a curva de calibragé@sentada por Sousa, 2003). Os ensaios
foram realizados em vaso encamisado de vidro denbOacoplado a pHstato, Titrino
MetrohnT] e temperatura controlada por banho termostéticandp a solucao (de 30 mL e
concentracdo de 6Q,geinal ™) atingia o equilibrio térmico, 1,44gcontendo 2,8 kher.Ggel™
era adicionado e o controle automético de pH diréaiciado.

As amostras analisadas proviam concentracfes ragssassificadas em cinco faixas
de massa molarddM; pré-definidas (MM < 650Da; 650Da < MM< 1050Da; 1050Da <
MM 3< 4150Da; 4150D& MM 4< 14000Da; 14000Da MMs5).

2.25 — PREDICAO DA CONCENTRACAO MOLAR DE LIGACOES
HIDROLISADAS — EQUACIONAMENTO

Neste capitulo sdo descritas as equacfOes dos modetematicos utilizados na
modelagem para predicdo da concentracdo molar giedks hidrolisadas durante as
protedlises do soro de queijo concentrado utilipaad enzimas quimotripsina ou CPA
imobilizadas em suporte inerte glioxil-agarose.

Duas abordagens foram utilizadas e comparadas odelayem das reacdes
enzimaticas supracitadas: o sistema completo dacéqa diferenciais ordinarias nao-lineares
— EDOs - oriundo do mecanismo apresentado na Eguatd; e a equacao analitica para a
velocidade de reacéo do tipo Michaelis-Menten,dabtjuando adotada a hipétese do estado

pseudo-estacionario para 0 mesmo mecanismo re&ciona
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kl k2 kP
E+N < EN=E+P = EP
N ke (2.14)
N
ky Sk
ENN

Sendo:N — o pseudo-substrado que representa as ligaghedisaveis;P — o pseudoproduto
que representa as ligacGes hidrolisaéias;a enzima presente no reatéN, EP e ENN s&o

espécies intermediarias na reag¢@pkp, ky, K1, ko, Kp, kn — S80 0s parametros cinéticos.

O mecanismo apresentado na Equacéo 2.14 para awbaacoes foi adotado com
base em observacdes prévias de Tardioli, 2003, @achvagem das ligacOes peptidicas
carboxi-terminais com CPA e Galvdo, 2004, para ebru das ligacdes peptidicas com
quimotripsina. O mecanismo, que considera inibisanultanea por substrato e produto
(inibicdo mista), € derivado apds o uso da técdeagrupamento de moléculas (do inglés,
lumping em um Unico pseudo-substrato: “ligacdes hidreégd, N, cuja concentracdo molar
inicial é inferida a partir da medigcédo do grau ddrdlise maximo da reacdo (Adler-Nissen,
1986). Apesar de tal abstracdo nao prover umaiga@scdetalhada das concentragbes das
numerosas especies presentes no curso da reacamodeto apurado para a predicdo da
concentracdo molar das ligacdes hidrolisadas ériante para o projeto do reator enzimatico
e util no desenvolvimento de seus algoritmos derolene otimizacdo (Sousa, 2003; Vasic-
Racki et al, 2003). Ainda, como sera discutido no item 2.818, modelo apurado para a
evolucéo temporal da espéd&leé fundamental para a inferéncia das concentratidsres
dos aminoacidos liberados durante a hidrélise c®A.C

Como as etapas da reacdo esquematizada na Eq@atiosdo consideradas
elementares, as velocidades de formacéo ou desapanto de cada espécie sdo dadas pelas
equacgodes 2.15 a 2.20:

V,, =k, Cey +K  Cenn — K .Ce.Cyy —Ky.Ceyy Cy (2.15)
Ve =k, Cey +K,.Cop K p.Cep k. Co.Cy —Ko.Co.Cp (2.16)
Ve =k, Ce.Cy +K_y Comn — K1 Con =Ky Cen Cu =Ky Ce (2.17)
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Vep =kp Cp.Co —K p.Cop (2.18)
Ve = Ky Cen-Cy ~K oy Cenn (2.19)
Ve =K,.Cqy +K.p.Crp —Kp.C Cpp (2.20)

Sendo:Cy — a concentracdo molar de ligacdes hidrolisavaisdl.L'%); Cp — a concentragéo
molar de ligacdes hidrolisadas (mmét)LCe — a concentracéo de enzima no reator (mrhol.L
1): Cen, Cep, € Cenn— as concentracdes das espécies intermediariaanpeso mecanismo

reacional adotado (mmol’); V; — a velocidade de reacéo da espgé@iemol.Lt.min™).

Para um reator batelada, a taxa de acimulo deccaaidonente se iguala a respectiva
velocidade de reacdo. Assim, supondo invarianenaidade do sistema reacional, chega-se a
um sistema de equacdes diferenciais ordinarias @B@melhante ao descrito pelo conjunto

de equacdes 2.15 a 2.20, isto é:

dC, /dt =V, =Kk,Cpry + K.y Conn —Ki.Ce.Cy, = Ky .Cen Ch, (2.15a)
dC, /dt =V, =k Cpy +K,.Coy + K p.Cop —k.Co.Cpy —ko.CoChn (2.16a)
dCy /dt =Vo, =k, Ce.Cy + K.y Conn — K Con =Ky Con Cu = Ky-Chn, (2.17a)
dC.,/dt=V., =k,.C..C, —K_».Ceo (2.18a)
ACeyy /At =V = Ky Con Cu = Koy Conn (2.19a)
dC, /dt =V, =k,.Coy +Kp.Cop —Ko.Co Cep (2.20a)

Utilizando o enfoque dado por Briggs e Haldanejeose supfe o estado pseudo-
estaciondrio para as espédieEN, EP e ENN, uma equacédo algébrica para a velocidade de
reacaoVy do tipo Michaelis-Menten (Equacéo 2.21) pode s#ida (Schulz, 1994).
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KIC., [C,

K, |1+ e |+, [1+ S
K, Ky

SendoVy — a velocidade de reacéo da ligacao hidrolislly&l Ky, Ky e Kp — 0s parametros

V,=- (2.21)

cinéticos da reacad€go— a concentracao inicial de enzima no reator.

A hipdtese do estado pseudo-estacionario redwstickenente um sistema descrito por
seis equacdes (2.15 a 2.20), para um modelo siogold constituido de uma Unica equacgéao
algébrica (Equacdo 2.21), o que facilita considedragnte o tratamento matematico. Os
parametrok, Ky e Ky podem ser estimados, por exemplo, utilizando daéogelocidades
iniciais, restando apenas o parametro de inibicélm produto Kp para ser ajustado
diretamente em curvas de concentracdo molar cortempo — ou, alternativamente, a partir
de velocidades iniciais na presenca de produtoretamto, como toda simplificacdo, as
condicdes das hipOteses necessarias para obtem¢&pdcado 2.21 devem ser respeitadas sob
pena de estimativas errbneas para os parametitgcosrquando ndo observadas (Schnell e
Maini, 2003; Liet al, 1993). Uma revisdo das hipdteses consideradas geducédo do
modelo pseudo-estacionario € apresentada na soliadc¢ deste capitulo.

Quanto ao ajuste dos parametros cinéticos paraenssios de longa duracdo
(parametrok, Ky, Ky € Kp para Equacéo 2.21; ou parametkgi, ko, ke, kp, ky € ky para
equagOes 2.15a a 2.20a), a funcao-objeigydoi definida como a soma dos quadrados dos
residuos. Essa era entdo calculada pela soma ddsados das diferencas entre os valores
experimentais e preditos pelo modelo em questda pactoncentracdo molar de ligacbes

hidrolisada<Cp, como mostra a Equacao 2.22.

. . 2
ne n; Cex_p; —- CI )
9=3, Z{—P"Cexp; P"j (2.22)
P,j

i=1| j=1
Sendo:ne — 0 numero de experimentos; — 0 numero de observacbes experimentais do

experimenta; C*' — a observagdo experimentala concentragdo molar 8 C ,— o valor
inferido deP pelo modelo. Quando o desvio-padréo do erro exeatial o2°' associado a
cada medidaCc®' era conhecido para todos mslados experimentais do ensaiatilizava-

se o valor do mesmo no denominador da fungdo a&sidec " .
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Quando os parametrés Ky e Ky da Equacao 2.21 foram estimados via método das
velocidades iniciais, a seguinte fungéo-objetiviautdizada:
o | expj i 2
¢’:Z Z(VNO',)j _VNO,j) (2.23)
i=1| j=1
Sendo:ne — 0 nimero de experimentas; — 0 nimero de observagbes experimentais do

experimenta; vy — a observagao experimengal/, , — o valor inferido de/yo pelo modelo.

Uma revisao sobre os fundamentos observados patithzacédo das equacoes 2.22 e
2.23 é apresentada no item 2.2.8 (pagina 36 demetexto).

2.2.5.1 — Efeitos Difusivos sobre a Cinética da Rg com Qimotripsina
Imobilizada em Gel Glioxil-Agarose

Na reacédo de hidrélise das proteinas do soro dgogqeom quimotripsina imobilizada
em gel glioxil-agarose, Galvao, 2004, notou que gargas de enzima imobilizada acima de
10 MQuimotripsinalgel - €Xiste limitag&o por efeitos difusivos na veloddale reagdo. Como a
carga enzimatica utilizada neste trabalho foi, égures casos, de 40 RighotripsinaJgei » UM
estudo aprofundado do sistema reacional, com i@cluos efeitos difusivos, mostrou-se
pertinente.

Para a elaboragdo do modelo reativo-difusivo cemeu-se o reator isotérmico,
operando em batelada e perfeitamente agitado cogel ade agarose homogeneamente
suspenso no meio (velocidade de agitacédo de 750.).[supde-se também que a enzima esta
uniformemente imobilizada nos poros do gel. O modetediz as concentracdes dos
compostos ao longo do tempo, no seio do fluido eimerior da particula. Com uma
velocidade de agitacdo de 750 r.p.m., a resist@&xte@na pode ser desprezada (Gabkigal,
2008). Na superficie externa do gel, a Equacéo i2gresenta os balancos de massa para o

componente considerado no mecanismo descrito na Equacao 2.14:

dCt) _ -3 (&), [ 2Ci(LJ) (2.24)
dt Rée| gR Gel* e aZ
=1

Condicdo inicialt = 0; C; (01) = C. (0) (2.243)
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Sendo: CEi — a concentragdo do componentao interior do gel,Ci — a concentracdo do

componente no seio do fluido, supondo reator de mistura [e;f&se — 0 raio da particula
de agarose (0,249xE0m; Fernandez-Sanchez, 2008);— a porosidade do reatafie — a
porosidade do gel de agarose (0,919; Fernande£3&gn2000),{ — o raio adimensional da
particula;De j — a difusividade efetiva do componentea particula de agarod®, ;= 0 para a

enzima,E, e para as espécies intermediaBds EP, e ENN

A Equacéo 2.25 representa o balanco de massapawmnponentes no interior do gel.
Como a difusdo nos poros é complexa, pois 0S pEOSA0 iguais, supde-se que 0 processo
de difusdo pode ser satisfatoriamente represenpad®d® equacdo de Fick tendo poros
cilindricos, de tamanhos iguais e com enzimas hemegmente distribuidas (Forni, 1999). A
tortuosidade dos poros, que corrige esse modelplifitado, é implicitamente considerada

no parametr®. ; (difusividade efetiva), que é constante para cadaponente.

ACi(t.{) _ : Dez,ii 729G L | Peay (2.25)
Gt RGeI Z aZ aZ EGeI

Condic&o inicialt = 0, C: (0,¢) = C, (0) (2.25a)
aéi t0

Condicao de contorno ¥:= 0, % =0 (2.25b)

Condicao de contorno Z:=1, C ty)=C(t) (2.25¢)

Sendo;ose— a densidade do gel de agarose (1Q8iLge"; Fernandez-Sanchez, 2000)

O sistema descrito pelas equacdes 2.24 e 2.25refwlvido numericamente,
discretizando as equacdes no raio por aproximaghieomial (@ = 1,0; 4= 0,5; Villadsen e
Michelsen, 1978). Implementado em FORTRAN, o atguoifoi utilizado por Ferreira, 2004,

e Goncalveset al, 1997, e se mostrou robusto para casos de cordptbxi numérica
semelhantes ao aqui estudado.

Para o célculo da velocidadg utilizada no balan¢co material para 0 componemie
interior do gel (Equacédo 2.25), duas abordagerenfdestadas: o sistema completo para o
mecanismo reacional considerado (equacdes 2.12Q), 2 a sua simplificacdo quando

adotada a hipétese do estado pseudo-estaciondga@pa@omponentes enzimaticos (Equacao

32



2 — Hidrélise Enzimatica

2.21). Como discutido por Georgakis e Aris, 197malelagem pseudo-estacionaria precisa
ser avaliada com cuidado, especialmente em sisteratgo-difusivos.

2.2.6 — ENFOQUE HIiBRIDO FENOMENOLOGICO-NEURONAL

Para a modelagem cinética com detalhamento dosifoodeacionais, cujos dados
experimentais eram obtidos via cromatografia liguide alta eficiéncia, foram utilizadas
abordagens hibridas que combinam RNAs do tipo MiRlt{layer perceptrornsHaykin,
1999) e balancos de massa fenomenoldgicos dogesanzimaticos. A Figura 2.6 ilustra a

estrutura do modelo hibrido:

: MLP :
. 1
O O AN
'\ C ooy Qe o
173 ol PR .
: C4 G A Ty : d(ﬁ
1 A ! .
C(t-1)_4 Cs s ER (U iy R - —C(t)
' dt ’
Cnc—1 M1

___________________________________

Figura 2.6: Diagrama esquemético do modelo hibrido fenomenoddgeuronal (no

esquemak: € a concentragdo enzimatica no reator).

No esquema da Figura 2.6, a rede MLP mapeia o detaroncentracoeS em um
vetor de saida constituido pelas velocidades de reacdomtaomponentes considerados na
modelagem. Em seguida, o sistema de equacdesndifgise ordinarias, oriundo do balanco
material para cada componente no reator enziméaticesolvido numericamente utilizando o
vetor das velocidades de reac@redito pela rede (na Figura 2.6 o balanco materia
apresentado é para um reator batela8aepresenta a concentracdo enzimética no reator).

O algoritmo proposto por Hagan e Menhaj, 1994 utdizado nos treinamentos das
redes MLP (rotinatrainlm do Matlakh] 6.5). Esse incorpora ao tradicional algoritmo
backpropagation(MBP) o algoritmo de Levenberg-Marquardt para enamento de redes
MLP no modo intermitente.

Para o célculo das velocidades de reacao utilizadaseinamento das redes, curvas

experimentais de concentragdo contra tempo em w@orrdatelada foram previamente
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suavizadas (algoritmo descrito em Pietoal, 2005). Com o pacote matematico Microcal
Origin 6.0 (Microcal Software), as velocidades ermfo obtidas apds a diferenciacao direta

dessas curvas suavizadas.

2.2.7 — OTIMIZACAO NAO- LINEAR: ALGORITMOS E PARAMETROS DE
SINTONIA

Nos problemas de ajuste de par@metros cinéticakyasitmolsgnonlinda biblioteca
de otimizagdo do Matléb 6.5 foi utilizado. O algoritmdsgnonlin utiliza a proposta de
Levenberg-Marquardt para a otimizacéo de funcéedinéares sem restricoes.

Nos métodos estocasticos de busca a facilidademgdantacdo do algoritmo é
contrastada com a dificuldade em determinar os gax#snetros de sintonia (uma analogia a
necessidade de uma boa estimativa inicial das wasigpara o desempenho eficaz dos
métodos locais). Apesar do grande esforco em gezarenetodologias para a escolha desses
parametros, o que se verifica na pratica € quesgdtados de sucesso relatados em trabalhos
da area séo especificos para o caso investigadlesN2001, ponderou que a experiéncia do
usuario com o problema em questdo é fundamental gaintonia dos parametros e seus
ajustes ocorrem quase que naturalmente a medidseqeiplora 0 método de otimizagao.

Nesse contexto e com base em resultados repontadweasta literatura da area, séo
discutidos a seguir guias gerais utilizados paramementacédo dos algoritmos estocasticos
estudados, e para sintonia de seus parametrood®dmmento padréo foi adotar o algoritmo
na sua forma original e acrescentar algumas himadgt consolidadas para cada estratégia de
busca direta, dando énfase apenas ao ajuste dowgiers de sintonia mais relevantes para
cada método.

As implementagbes, em linguagem FORTRAN, dos ttgsrismos de busca direta
constam do Anexo B.

2.2.7.1 -Simulated Annealing(SA)

A definicdo da temperatura inicialp, e do esquema de reducdo da mesma ao longo
do processo de recozimentmfiealing sdo as duas principais etapas para a eficacshdo

Ben-Ameur, 2004, listou varios trabalhos na literatque buscam determinar um
valor factivel paral, e 0 melhor esquema para reducaolrd€uanto ao parametrty, foi
adotada neste trabalho a proposta de Kirkpa#ickl, 1983. Essa consiste em determinar o

valor deTy que promova uma razéo de aceite inicial pré-fixadpara variacdes de energia
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positiva (geralmenteyo = 0,8). Primeiramente, é escolhido um valor “alpataT, (recorde-
se queTp tem as mesmas dimensfes da funcdo-objetivo)zaesdi entdo um numero de
transi¢cdes do algoritmo SA com o valor Thefixo; ap0s essas transicdes compara-se a razédo
de aceite obtida com o valor pré-fixado pgeacaso o valor da razdo alcancada néo seja
superior ao deo, dobra-sel,. O procedimento é repetido até a razdo de acbgergada
atingir Xo.

Além da proposta original (Equacgéo 2.26), paraquesa de reducdo de temperatura
adotou-se também o descrito pela Equacdo 2.27, I m@mumente utilizado nas
implantaces de SA por possibilitar rapida convecgé(Nelles, 2001; Cardosb al, 1996):

T* =T,/In(k) (2.26)
T =aT" (2.27)

Sendo:a — o parametro de controle de reducad @ecada iteracdlo(0,8< a< 0,99).

2.2.7.2 — Enxame de Particulas (PSO)

No algoritmo PSO, além do numero de particulasro@me, precisam ser fixados os
parametros de sintoniav, c; e c,. Os fatores de aprendizado cognitivo e social,
respectivamente; e c,, sdo corrigueiramente igualados a 2 na maiorieesspva dos estudos
que utilizam o algoritmo PSO, mas valores na fai@d a 5 também podem ser encontrados
(Chenet al, 2007; Kennedgt al, 2001).

O fator de inérciav foi calculado conforme a Equacao 2.28 (Shi e Ergri998):

W =w = (W — Wy, ) (Kt (2.28)

max max)

Sendow* — 0 peso de inércia na iteragd®imax € Wmin — respectivamente os valores maximo

e minimo (0,9 e 0,4)tmax— 0 NUMero maximo de iteragdes do algoritmo.

2.2.7.3 — Evolucéo Diferencial (ED)

Dependendo do critério para perturbacdo do indojidio namero de individuos
utilizado na etapa de mutacdo e do tipo de recaaghim escolhida, diferentes estratégias de
evolucdo diferencial podem ser construidas. Babehan, 2003, apontaram que a estratégia

mais comumente utilizada ée/aleatorio/1/binomialisto €, a evolucéo diferencial com 1

35



2 — Hidrélise Enzimatica

individuo escolhido aleatoriamente e recombinadfodea binomial. Essa arquitetura para a
estratégia de evolugdo, apresentada no apénditzetdss (pagina 181), foi a aqui utilizada.

Apés a escolha da estratégia de evolucdo, temrsla @ determinacdo de seus
parametros de sintonia, que para o0 caso da condtuiyaleatorio/1/binomiakao:

- Fator utilizado na combinacéo line&:;, comF [ [0, «]): € recomendada a faixa de
0,4 a1; send® = 0,5 a escolha padréo (Babu e Munawar, 2007);

- Probabilidade de mutacad;{ com P, O [0, 1]): um valor proximo de 0,5 é
considerado uma boa estimativa inicial, lifagdeve ser tdo proximo de 1 quanto possivel
para facilitar a exploracdo de novas regides noigionde busca do problema de otimizacéo
(Storn e Price, 1997). Storn e Price, 1997, tambkgaram que a ED € muito mais sensivel
ao parametrd- do que a probabilidade, reservando &, a qualidade de um parametro de
“sintonia fina” no problema de otimizacdo. Comaaseiscutido no decorrer deste trabalho, o
acoplamento de um método de busca baseado no rgmdénbém pode refinar a busca
estocastica, eliminando nesse caso um ajuste sgqaraP;.

- Numero de individuos da populacdo: de maneiralgdeve ser de 5 a 10 vezes
maior que o numero de variaveis do problema deizdigdo (Salmart al, 2007; Storn e
Price, 1997).

2.2.8 — ESTIMACAO DE PARAMETROS CINETICOS — FORMULACAO,
RESOLUCAO DO PROBLEMA DE AJUSTE NOS CASOS NAOLINEARES E
ANALISE ESTATISTICA

Em partes deste trabalho, a soma dos quadradosesiagiosy foi utilizada como
funcéo-objetivo para avaliar o desempenho dos medeinéticos e algoritmos de busca
estudados (por exemplo, equagbes 2.22 e 2.23). UPasaandlise estatistica rigorosa do
ajuste, os intervalos de confianca dos parametrobém foram calculados.

Apesar da estimativa de parametros cinéticos sssicamente formulada como um
problema do tipo minimos quadrados, algumas hipétégvem ser observadas para o uso

apropriado de tal método com rigor estatistico (Baekel, 1996):

1. O modelos é exato, possui forma funcional conhecida e étitafdo apenas por

variaveis significativas para o céalculo de suaostgp
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2. As respostas experimentais observadas, ou varidepisndentesy (Y = [Y1, Yz, ...,
Yn]), sé@o representadas pelas respostas do mogelacrescidas de um erro

experimentak ndo-observavel e aleatorio:

Y=n(z,B)+¢€ (2.29)
Sendo: z — a matriz de variaveis independentes com dimenséag, isto €,n observacoes

experimentais g varidveis independente8— um vetor com os1 parametros do modelp

3. Cada medida da variavel independente é exata, ou seja, ndo possui erro

experimental associado. Geralmente, em estudosictieéo tempo da reacdo e as
concentracbes iniciais dos componentes presenteacte@zam as variaveis
independentes e, nesse caso, a hipdtese de ewoassbciado é admissivel ou
controlavel (ou a0 menos com erro muito menor queseociado a variavel
dependenty®).

4. A distribuicdo dos erros experimentais associadgé® aormal. Isto é, sereplicatas
do experimento forem realizadas, a distribuicaa pada varidvel independente
medidar vezes terd uma forma funcional gaussiana. A higdte merece especial
atencdo quando métodos de transformacdo de vari®am aplicados erny. A
transformacéo logaritmica, por exemplo gréaficod seweaver-Burk para dados de
velocidades iniciais, pode levar uma distribuicéiginalmente gaussiana a apresentar
uma forma funcional diferente (ndo gaussiana). iggscsubtracdo e multiplicacdo sao
as Unicas transformacdes que nado alteram umabdigfio originalmente gaussiana.
As variaveis independentes podem sofrer alteragées problemas, desde que a
hipétese 3 seja respeitada.

5. Os pontos experimentais amostrados ndo possuemsistematicos associados.

6. Os erros nas medidas ndo séo correlacionados,jauasmediday; ndo depende da
medidayY.;.

Observadas as hipoteses listadas acima, comunuwdeptoblema de estimativa de

parametros recai em um caso de otimizacdo degwotouma funcéo-objetivap do tipo
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minimos quadrados ponderados (Equacdo 2.30). Aarotie otimizacdo entdo busca,
basicamente, encontrar o conjunto de paramgragie minimize a diferenca residual entre

os dados experimenta¥se os preditos pelo modelo em questadsto é:

0= WY, -1, AF (2.30

Sendow; — um peso para cada observacao experimgnf@bicamentew, =1/ ).

Somente na observacdo de todas as hipoteses mpeen@ listadas, minimizar a
funcdo-objetivo da equacdo acima € equivalente minmzar uma funcdo densidade de
probabilidade com o método da maxima verossimilaamg busca do conjunto étimo de
parametrogd (Himmelblau, 1970).

Quando o modelo é composto por apenas uma vadépehdente, € comum adotar

= 1 para todas as medidas na Equagdo 2.30 e adiari@, é calculada a posteriori no

procedimento de ajuste de acordo com a Equacadr&sse casw; = o} =0} =...= 0y ).
1 )
G =———>1Y,~n(z.5)] (2.31)
n—m i=1

2.2.8.1 — Calculos dos intervalos e das regidesatmfianca dos parametros

Determinar o conjunto 6timo de paramet@sjue minimize a funcéo-objetivp é
apenas parte do problema de otimizacdo paramétBoo. muitos casos, uma andlise
estatistica dos parametros ajustados faz-se neeepsfia a compreensdo de seus valores
nominais e da limitacdo do modelo em pauta.

Para avaliacdo da regido de confianca paraméwigagtodo classico adotado na

literatura emprega durante seu procedimento deilodéc matriz variancia-covarianciavr

definida na Equacéo 2.32 (Himmelblau, 1970):

Cvr=(X"V, . X)™" (2.32)
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Na Equacéo 2.32/, representa a matriz de covariancia das medidasriexgntais

associadas ¥. Assumindo que as medidas ndo sdo correlacion&dasorna-se uma matriz

diagonal constituida pelas variancia. Para um modelo composto apenas por uma variavel

dependente, € comuW, ser representada por uma matriz identidade.
Ainda com relagdo ao calculo da matger , X representa a matriz de sensibilidade

. - ~ . . an, .
paramétrica do modelo definida na equacao abaisova&ores das derlvadas”'—" que
i
compdem a matriz de sensibilidade sdo tipicamestismados numericamente para 0s casos

nao-lineares (Edgaat al, 2001).

1<

(%
0B,

(%
9

) -
) (

o,
o5,
on,

*

05,

|
|

(2.33)

A abordagem classica aproxima a regido de configmgauma fung¢do quadratica
(forma funcional da func&do-objetivo), ou seja, maxpmidade def o modelo é considerado
linear com relacdo & Nesse caso, a regido é definida pelo hiperelipsgerado a partir das

solucGesQ da seguinte equacdo matricial para uma dadastsatF* de Fisher (com

nivel de confiancar, m parametros @ — mgraus de liberdade; Himmelblau, 1970):

m 1-a

——Fonm (2.34)
n-m =

Q-g)euHe-gsy¢

Sendo:¢ — o valor da funcéo-objetivo avaliada ¢

O desvio-padraa@; de cada parametf ,i =1, 2, ..., m e seu intervalo de confianca
g sao entdo calculados, respectivamente, pelas @ma:35 e 2.36. Nessa abordagem
implicitamente se supde que os parametros naoswé&slacionados, uma vez que, de acordo
com a Equacdo 2.35, a variancia de cada parametamé&ricamente igual ao elemento

diagonal da matriz variancia-covariangar .
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o, =4/Cvr(i,i) (2.35)

0, =t} JCvr (i,i) (2.36)

Sendo:t}~“’? — proveniente da distribuicdale Student.

A partir da matriz variancia-covarianc@eyr também é possivel obter uma analise

qualitativa da correlacdo entre os parametros, cada elemento da matriz de correlagéo

paramétrica € definido como:

Cvr(i, J) L L
J[Cvrﬂ,i)Cvr(j, j)] =1 mj=1...m (2)3

c(i,j)=

A matriz de correlagdo paramétrica permite um rmiagco mais rigoroso da
qualidade do ajuste. Valores deem modulo proximos de zero sugerem que a estimacao
paramétrica foi eficiente, valendo a concluséo réoist & medida que o valor dese
aproxima de 1. Em contrapartida, para os casodimgares muitas vezes a alta correlagao
paramétrica € inerente ao modelo e a reducdo nandéo parameétrica do mesmo é
inadequada sob pena de perda de sua consisténcia.

Correlagdes entre os parametros acima de 0,99 edulméndicam que a matriz

resultante do produto matricia_dT V, '1.5 pode ser singular. Tal comportamento, que ocorre

com certa freqUiéncia nos modelos nao-lineares)qicgj toda a analise estatistica baseada na

matriz de covariancia devido a erros numéricosritara procedimento de inversdao da matriz

X"V, "X (Rodriguez-Fernandet al, 2006).

A regido de confianca paramétrica definida na Eg§o&.34 e o intervalo de confianca
simétricod estimado de acordo com a Equacao 2.36 serdodés@s quanto a aproximagao
linear do modelo na regido g8, ou seja, o valor é inexato para casos n&o-liseayee
podem, inclusive, apresentar intervalos de confidrgais” assimeétricos (Johnson, 1983).

Johnson, 1983, propds a busca da regido de coafisem o uso de uma forma
funcional pré-definida. Nesse procedimento, intesvae confianca eram procurados apenas

na direcdo de cada parameficsob a condicdo de que a raz&o entre as variacai@adadas
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empBe S fosse menor ou igual a uma estatistigef  definida a priori (se as incertezas de

ambas as variancias seguem uma distributtdguadrado a razédo entre elas apresenta uma
distribuicdo F de Fisher). Os intervalos de cormfaanbtidos com tal metodologia eram entao
comparados com os das projecdes em cada eixo paamdo hiperelipséide da Equacao
2.34, e o maior valor era adotado para o interdaoparametrg3. Como o tempo de
processamento requerido pelo método é proporcamailimero de parametrog a busca
pode se tornar computacionalmente lenta para prasdeonm muito elevado (Van Boekel,
1996).

Também fundamentados na aproximacdo quadratifangao-objetivo e observando
a distribuicdo F, Schwaadi al, 2008, sugerem o emprego da Equacédo 2.38 parmputd
da regido de confianga, cuja forma ndo € restrangiceliptica (critério de Beale — Beale,
1960). Quanto ao tempo de processamento, 0s aytoneleram que com o auxilio de um
método de otimizagdo estocastico durante o proasdonde ajuste, um elevado numero de
pontos é avaliado na regido g e, portanto, podem satisfazer a equacdo abaixssaDe
forma, tem-se como aliada uma das maiores desargalps meétodos estocasticos, que € o

elevado numero de avalia¢cdes da funcéo-objetivarderro processo de busca.

o< qo*(1+ M _pra mj (2.38)

n-m

As metodologias discutidas até este ponto do teeseadas na comparacdo do espaco

das variancias ou da funcéo-objetivo para uma dattistica de corte? , so sdo validas

sob a hipotese de que as incertezas paramétrigasnsaima distribuicdo normal, isto €, se o
experimento for repetido muitas vezes, cada refpefigrnecera um valgf, e o conjunto de
valores para o parametfpsera normalmente distribuido (Alper e Gelb, 199@).hipotese €
factivel se os erros associados as medidas tamgsmmaem uma distribuicdo normal e o
modelo for linear com relagéoB(ou linearizado na regido @&).

Se uma estimativa da magnitude do erro experimexgsbciado a medidg for
conhecida, a funcéo de distribuicdo dos paramefraambém pode ser obtida a partir de
simulacdes de Monte Carlgdtraume e Johnson, 1992; Alper e Gelb, 1990)s&esso, a
partir de dados experimentais simulados ou “stuéti € possivel obter a funcdo de

probabilidade dos parametros, que pode ou ndo assoma distribuicdo normal. Alper e
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Gelb, 1990, propuseram 0s seguintes passos parememacdo do meétodo (adotando
incertezas apenas nas medidas das variaveis depes)de

1. Com um algoritmo de programacdo né&o-linear, estimaconjunto O6timo de

parametrogs .

2a.Gerar um conjunto de dados “sintéticd®’de acordo com a seguinte equagao:

Y=Y +¢€* (2.39)
Sendo:Y — asn observacdes experimentalé= [Y1, Yz, ..., ¥]; Y — on dados sintéticos
gerados na iteracdodo métodoY* = [Y¥}, Y5, ..., ¥; € — um conjunto de erros aleatérios
da iteracadk, € = [e¥}, €%, ..., &], sendo que® deve ser da mesma ordem de grandeza do

erro experimental d¥.

Como sugestao dos autores, a Equacao 2.40 podgtilseada para célculo def
(método de Box-Muller):

e = o, [-2In(r)]"?cos2rr,); (i=1, ..., 0 (2.40)
Sendo:o, — 0 desvio-padrao associado a cada medida expeahYem, er, — dois numeros

aleatdrio obtidos a partir de uma distribuicéo amfe em [0,1].

Na Equac&o 2.40, o ternfe2In(r)]"*cos@nr, possui uma distribuicdo uniforme

com média = 0 e variancia = 1, ou sdffg'} =0.

2b. Com o0 mesmo algoritmo de programac¢ao ndo-line@regado no passh estimar o

conjunto 6timo de parametrd& para os dados “sintético¥*.
3. RepetirL vezes o passa

Apds um total dd simulagdes, a ordenacdo numerica de cada columaati& A

(dimenséaoL por m) representa por definicdo a funcdo de distribuigdacada parametr8

(Alper e Gelb, 1990). Assumindo que a distribuig@wa cada parametro seja idéntica em
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torno da média, o intervalo de confianca pode séimado com base no desvio-padrédo

calculado para cada coluna de

O procedimento de célculo proposto por Alper e G&p0, indica que para uma
funcdo de distribuigdo factivel, maior ser4 o nlomde simulagbes necessario & medida que
se aumentar o nivel de confiangao intervalo (68,3%, 90%, 95%, etc.). Como regedipa,

0 numero de simulagbésdeve ser incrementado até garantir que os intes\w@g confianca
estimados pelo método permanecam invariantes.

Como a cada iteracdo uma nova busca dos parametrealizada (passab), o
método demanda um tempo elevado de processamemoutacional para problemas nao-
lineares de complexidade moderada. Por outro ladmy o método deMonte Carlo
estimativas mais precisas dos intervalos podemobé&das quando comparado com 0s
enfoques tradicionais baseados na linearizacdo ddelm na regido do ajuste, pois se
eliminam as consideracbes de que as incertezaspd@metros também sigam uma
distribuicdo normal e de que a variancia do ajuspeesenta a variancia experimental (Sung
et al, 2004; Van Boekel, 1996; Straume e Johnson, 18R2r e Gelb, 1990).

A menos que explicitado, qualquer desvio-padréo imervalo de confianca
apresentado na secdo de resultados deste capitwaldulado, respectivamente, de acordo
com as equacdes 2.35 e 2.36 (aproximagao lineanattelo baseado na matriz variancia-
covariancia). Por outro lado, em virtude da impweia do tépico, o item 2.3.1.1 (Tabela 2.1,
pagina 55) apresenta um estudo de caso compamtide os intervalos de confianga

calculados segundo a Equacéo 2.36 também foranadwslvia simulacdes ddonte Carlo
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2.3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 — PREDICAO DA CONCENTRACAO MOLAR DE LIGACOES
HIDROLISADAS DURANTE A PROTEOLISE COM QUIMOTRIPSINA -GLIOXIL-
AGAROSE

Como serd aprofundado no decorrer desta subsegtiao cinético da hidrélise das
proteinas do soro de queijo concentrado com a engimmotripsina imobilizada em matriz
inerte de glioxil-agarose mostrou-se peculiar. @a)\2004, ja havia relatado particularidades
para a reacao durante a busca por um modelo gemgricrepresentasse o comportamento do
sistema. Como o uso de equacdes derivadas a gartitipdtese pseudo-estacionaria de
Briggs-Haldane para os complexos intermediarigso tMichaelis-Menten, apresentaram
limitagOes na predi¢cdo temporal da concentraca@amua ligacdes hidrolisadaS, a autora
propds um enfoquad-hocpara expressar as velocidades da reacdo. Comegtanarninéticos
aparentes, a modelagem empirica representou acéeotleCp com precisdo nos ensaios de
validagéo em reator batelada.

Apesar de expressbes empiricas serem comumenteegadps para modelar a
cinética de reacdes proteoliticas, a elaboracaondenodelo mecanistico, quando possivel,
sempre apresentara vantagens para qualquer esinéticac o significado fisico dos
parametros ajustados, uma melhor interpolacdo nmirdo experimental, além da
possibilidade de aprofundar o conhecimento da dcgmo sistema e explorar melhorias
(Maria, 2004).

Na hidrolise de proteinas do soro de queijo camada a 55 °C, a quimotripsina na
sua forma sollvel apresenta um tempo de meia-vifdgior a 50 minutos (Galvéet al.,
2001). Com esse quadro, a metodologia classica gstimativa de parametros cinéticos
intrinsecos fica impraticavel: no curso da reacao @ possivel distinguir em que parcela
contribuem para queda na velocidade da reacaceiseinibitérios e a reducéo na atividade
da enzima soltvel. Além disso, e mais importanimabilizacdo pode promover mudangas —
mesmo que minimas — na estrutura tridimensionalaeafinidade da enzima pelo(s)
substrato(s) e inibidor(es) e, portanto, os paréaatinéticos intrinsecos para a quimotripsina
soltvel ndo seriam idénticos aos inerentes paratalisador imobilizado (Berendsen al,
2006; Blanch e Clark, 1997).
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Para o derivado quimotripsina-glioxil-agarose (13l0@ezes mais estavel que a
quimotripsina solavel), Galvao, 2004, também estuddator de efetividade em funcdo da
carga do suporte, Figura 2.7. Na metodologia des@ela autora, considerou-se que 0
derivado com 5 M@imoripsinalgel - €Staria livre de possiveis efeitos difusivos essdemodo,
foi considerado como derivado padrdo. As efetivedathostradas na figura abaixo foram
entdo calculadas como a razdo entre a velocidadelimedida para cada derivado e 0
padrdo. Como o catalisador com 10 qm@uipsinaGeel~ também apresentou efetividade
unitaria, concluiu-se que os efeitos difusivos pdemivados com cargas inferiores sao
reduzidos. Com uma velocidade de agitacdo expetahgméxima de 750 r.p.m. estdo
praticamente eliminadas as resisténcias ao tralesgermassa no filme externo as particulas
(Galvaoet al, 2008).

1,00+ ]
0,95

0,90 +

0,85 \
0,80 - \

0,75

Fator de Efetividade

070 4—7-+-r-——7—"—"r—"—"7—"-r—""—"—
0o 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Carga dO derivado (mgQuimotripsina'gGel-l)

Figura 2.7: Fator de Efetividade em funcéo da carga enzimékicsuporte glioxil-agarose
para a quimotripsina imobilizada. Condi¢cbes dadeag5 mL de soro de queijo concentrado
(50 ggrotemaL'l), concentragcdo enzimatica de 1q5ng,tripsinaL'1 (Galvéao, 2004).

No primeiro item desta se¢&o, com um derivado deabzarga (3 M@imotripsinalgel S
e, portanto, livre de efeitos difusivos, mostragse sO foi possivel modelar a cinética da
reacdo em pauta, com 0 mecanismo proposto na Endad quando se relaxa a hipotese de
Briggs e Haldane, a qual supbe o estado pseudoiasiao para as espécies enzimatiégs (
EN, EP eENN).
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Ja o derivado com carga de 404GbtripsinaOgel ! apresentou efetividade da ordem de
80% (vide Figura 2.7). Para aplicagbes industrigasno a biorefinaria do soro de queijo, 0
objetivo é sempre trabalhar com derivados de altga; onde se obtém altas concentracdes de
enzima por volume de gel. Portanto, para a modelageética coerente do reator com
catalisador de alta carga, ou se estimam paramapaentes, ou limitacées pelo transporte
de massa no interior do gel de agarose devem ssidevadas.

Com o mesmo mecanismo reacional aplicado paraivader de baixa carga, porém
agora com um catalisador contendo 4Q,mgripsinaPOr grama de gel de agarose (alta carga),
comparou-se no segundo item a capacidade de poetticihodelo com parametros aparentes
e com a inclusdo de efeitos difusivos intra-paléicdlovamente, com o enfoque dado por
Briggs e Haldane, mostra-se a limitacdo da equdgégo Michaelis-Menten na tentativa de
representar a cinética da reacdo. Resultados temtsis s6 foram alcancados quando a
hipotese do estado pseudo-estacionario foi relagaraistema completo de EDOs derivado a
partir do mecanismo reacional proposto foi utilzg@ra o calculo da velocidade proteolitica
(equacdes 2.15a a 2.20a).

Como as fungbes-objetivo nesta secédo apresentanatteristica multimodal, quatro
algoritmos de busca foram utilizados em paraleloamhe os procedimentos de ajuste
paramétrico a guisa de evitar minimos locais: Lbeeg-Marquardt (LM), Simulated
Annealing(SA), Enxame de Particulas (PSO) e Evolucéo Difgat (ED). Os desempenhos
dos algoritmos para os problemas estudados ndstaciio sdo comparados no item 2.3.1.3.

Durante a leitura da secdo é importante manter emtangque 0s ensaios nela
apresentados foram realizados com o objetivo pronge definir um modelo cinético que
representasse a cinética da reacdo em condi¢cOesiregptais proximas de condicdes
industriais, ou seja, com altas concentracfes @@manno reator. Outros experimentos
poderiam ser conduzidos com concentracbes menaesndima para se verificar, por
exemplo, um limite pratico para a hipotese psewsdaconaria dos componentes
intermediarios da protedlise, em contrapartida, tefiam utilidade préatica para os objetivos
aqui pré-definidos: um modelo realista que prommasse um melhor entendimento da

hidrolise em condi¢des proximas das de operacaeator enzimatico.

2.3.1.1 — Modelagem Cinética com Derivado de BaiXzarga

Na tentativa de se modelar a cinética da reacaowu derivado contendo 3 mg de

quimotripsina por grama de gel glioxil-agarose,aforrealizados ensaios de velocidades

46



2 — Hidrélise Enzimatica

iniciais (triplicatas). Para o estudo com essdlisat#or, também foram utilizados dois ensaios
de longa duracédo (300 minutos), que se diferengiagan relacdo a concentragdo inicial de
proteinas no sor@nsaio 1contendo 7,27 gheinal ' €€nsaio 2com 15,03 goteinal ™

Os dados de velocidades iniciais foram utilizadms gestimar os parametrksKy e
Kn da Equacao 2.21 (assumindo concentracéo iniclaldaprodutoCp = 0). O resultado do
ajuste cinético é mostrado na Figura 2.8 com oslisesy parametrosk = 6,74+ 1,2
MMol.Guimotripsina-MiN"; Ky = 118,35+ 35,2 mM eKy = 1,0x16 mM.

O elevado valor d&ky para 0 ajuste na figura abaixo sugere pouca imfiaéda
inibicdo pela concentracéo inicial de substratoazgao Cno). O valor fixado par&y €, na
pratica, a restricdo superior definida durante ajeste (1,0x19D mM; vide Tabela 2.2 na
pagina 75). Em contrapartida, na Figura 2.9 a mtgp numérica da Equacéo 2.21 com 0s
parametros estimados via os dados de velocidadaaisnindica claramente o efeito de
inibicdo pelo produtoGp).

35
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Vo (MM.min
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Figura 2.8. Velocidades iniciais durante hidrolises das pnatgido soro com quimotripsina-

glioxil-agarose (3 mimotripsinagge|'l) a 55°C, pH 8,0. Condic¢bes da reacdo: 10 mL d® sor
concentrado (4-60pg,te;naL'1) eram hidrolisados com Jngmt,ipsmaL'ldurante 3 min

utilizando o método do pHstato. Modelo ) Michaelis-Menten com inibigcdo por substrato
(Equagdo 2.2k = 6,74 mmol.guimotripsina-Min™; Ky = 118,35 mMKy = 1,0x16 mM).

Barras de erro representam o desvio padrao de#tas independentes.
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Figura 2.9. Evolucdo da concentracdo molar das ligacdes sdddsCp, durante hidrélise
com quimotripsina-glioxil-agarose (3 m%otripsina%e|'l) a 55°C, pH 8,0. Condicbes da
reacdo: 25 mL de substrato, concentragéo enzindidagimotripsinal - Modelo (0 ):

Integrac&o numérica dtP/dt =-Vy (Equacio 2.2k = 6,74 mmol.gumotripsina -Min™"; Ky =

118,35 mM:Ky = 1,0x16 mM; Kp = ). Barras de erro representam o desvio padrdo de

triplicatas independentes.

Fixados os parametrds Ky e Ky obtidos com os dados de velocidades iniciais,
estimou-se o parametro de inibicdo pelo produt&gizacdo 2.21 com os dois experimentos
de longa duracdo. Nesse caso, 0 problema de otiizaaramétrica era definido de acordo
com Equacéo 2.22, de modo a encontrar o valdfdgue proporcionasse o melhor ajuste
para ambos os ensaios simultaneamente. O resultadquste na Figura 2.1« = 0,37+
2,0x10° mM), mostra desvios sistematicos relevantes entidelo e dados experimentais

para ambos 0s ensaios.
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Figura 2.10: Evolucao da concentracdo molar das ligacoes hsdadisCp, durante hidrolise
com guimotripsina-glioxil-agarose (3 m,%otripsinaggefl) a 55°C, pH 8,0. Condicbes da
reacao: 25 mL de substrato, concentracao enzimﬂidaguimotripsmaL'l. Modelo (0 ):

Integracdo numérica adP/dt =-Vy (Equacgéo 2.21 — ajuste He; k = 6,74 mmol.guimotripsina

! min?; Ky = 118,35 mMKy = 1x1G mM; Kp = 0,37 mM).g= 2,21x16. Barras de erro

representam o desvio padrao de triplicatas indepdas.

Mesmo quando os quatro parametros da Equacaocsd@®ajustados diretamente nos
dois ensaios de longa duragédo (sem utilizacdo ddssdde velocidades iniciais), desvios
sistematicos entre modelo e dados experimentaisispgm parak = 22,57 + 1x10¢'
MMOl.Guimotripsina-MIN"; Ky = 962,32+ 5x1¢ mM; Ky = 2,66+ 1x10° mM eKp = 1,02+ 3,1
mM (Figura 2.11).
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Figura 2.11: Evolucao da concentracdo molar das ligacoes hsdwadisCp, durante hidrolise
com guimotripsina-glioxil-agarose (3 m,%otripsinaggefl) a 55°C, pH 8,0. Condicbes da
reacao: 25 mL de substrato, concentracao enzimﬂidaguimotripsmaL'l. Modelo (0 ):

Integracdo numérica ad/dt =-Vy (Equacao 2.2% ajuste simultaneo dos quatro parametros;

k = 22,57 mmol.glimotripsina -Min"; Ky = 962,32 mMKy = 2,66 mM;Kp = 1,02 mM).g=

2,77x10. Barras de erro representam o desvio padraoplieatas independentes.

Os resultados apresentados anteriormente sugeree) para as condicdes
experimentais empregadas nos ensaios de longaddu@godelo de Michaelis-Menten com
inibicdo mista por substrato e produto ndo se apApesar da Equacao 2.21 representar com
relativa precisdo as velocidades iniciais da reagégoauta em funcdo da concentracdo de
substrato inicial (Figura 2.8), quando a mesma g&u& utilizada para os ensaios de longa
duracgdo, a integracdo numéricadi¥dt = -\jy mostra desvios sistematicos significativos com
relacdo aos pontos experimentais (Figura 2.9 ar&igull). Como ja discutido, acredita-se
que com um derivado contendo 3 gighuipsinalgei » OS €feitos difusivos na velocidade da
reacado estariam eliminados ou, em Uultima analis@tonreduzidos e, logo, um modelo
puramente cinético derivado a partir da hipotese edtado pseudo-estacionario seria
suficiente para predizer as velocidades da reazéal hipotese fosse observada.

A comparacdo entre dados experimentais e respdstamtegracdo numeérica do
modelo na Figura 2.12 mostra que predi¢cdes acudaas ao longo do tempo foram obtidas

guando a hip6tese do estado pseudo-estacionanielésiada para o mecanismo reacional da
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Equacdo 2.14 e o sistema completo de equacOe<rdifais ordinarias é utilizado na
estimativa de seus parametros (equacgdes 2.158&)2.2

144

124

10 vy, 15,03 g

Lo

proteina’

7,279

proteina”

C, (mM)

0 50 100 15 200 250 300
Tempo (min)

Figura 2.12: Evolucdo da concentracdo molar das ligacdes hidwdisCp, durante hidrolise
com quimotripsina-glioxil-agarose (3 m%otripsina%e|'l) a 55°C, pH 8,0. Condicdes da
reacdo: 25 mL de substrato, concentragéo enzindidagimotripsinal - Modelo (0 ):

Integracdo numeérica do sistema de EDOs (Equacfiba 3a.2.20a — ajuste simultaneo dos
sete parametrog; = 2,228 mM-.min; k1 = 4,620 mift; ko = 122,79 mift; ke = 4,546x10°
mM™L.min?; kp = 4,570x10° min?; ky = 6,008x1¢ mM™.min™; ky = 9,646x1F min™). g=

21,75. Barras de erro representam o desvio padr&ipticatas independentes.

Os perfis simulados de concentracdo de enzima se complexos enzimaticos,
mostrados na proxima figura, sugerem um tempo ivaelaente elevado para que os
componenteE, EN, EP e ENN atinjam seus estados estacionarios para amboasasos
contemplados. De fato, € prevista na teoria daticamé&nzimatica uma fase pré-estacionaria
que precede a fase pseudo-estacionaria para osecms@nzimaticos, porém com ordem de
grandezébem menor” que essa ultima (Noethen e Walcher, 2007). Emi@tpara os perfis
aqui simulados ambas as fases apresentam ordegsanideza elevadas e semelhantes e,
portanto, a fase pré-estacionaria ndo poderia egligenciada — uma das condi¢des para
derivacdo da equacdo de Michaelis-Menten (Sch@@4)L Com relacdo a duracédo da fase
pré-estacionaria, valores préoximos de 100 minudiosobservados na Figura 2.13, o0 que seria

um periodo demasiadamente alto mesmo para a psetexgui estudada (de maneira geral,
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relatos na literatura ddo conta de valores na ordemmilisegundospara a fase pré-

estacionéria; Blanch e Clarck, 1997).
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o
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0,04 -
B
E EP
0,03
s
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Figura 2.13: Evolucao da concentragdo dos compone@g<Xen, Cep, Cenn,durante

hidrolise com quimotripsina-glioxil-agarose (3 mgot,ipsmagge[l) a 55°C, pH 8,0. Condicoes

da reacdo: 25 mL de substrato, concentracdo encardd 1 guimotripsinaL'l. (a) 7,27

Orroteinal % (0) 15,03 groeinal ™. Modelo (0 ): Integracéo numérica do sistema de EDOs
(Equacdes 2.15a a 2.26a= 2,228 mM-.min’; k1 = 4,620 mift; ko = 122,79 mift; ke =
4,546x10° mM™.min™; kp = 4,570x1C min™; ky = 6,008x1F mM™Y.min™; ky = 9,646x1C

min™).
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Outra condicao para obtencéo da Equacéo 2.21 sebsa a relagdo enzima/substrato
inicial ser suficientementgpequena”. Os valores de trabalho para os experimentos ¢am 7
Oproemal? €  com 15,03  goemal foram, respectivamente, de 3,2¥10
MMOkyuimotripsinaMMOoko™ € de 1,6x18 mMokyimotripsinaMMOko™. Quando efeitos inibitérios
estdo presentes na reacdo, sdo raros na litecatuemte critérios estabelecidos para adogao
do modelo pseudo-estacionario e, por conseguiate, fpensurar 0 quao pequena deva ser a
relacdo enzima/substrato inicial. Mesmo para o feosienplest + S <= ES—= E + P, sem
inibidores, apesar de alguns autores sugeriremval@es abaixo de para E/S sdo
suficientes (Schnell e Maini, 2003), um tratamematematico amplo sobre o tema ainda
permanece em aberto (Noethen e Walcher, 2007 pWRay lado, a ordem de grandeza dé 10
para E/S, também mantém o estudo distante das#&caplicadas quando as concentragdes
de enzima e substrato possuem a mesma ordem akegaafschnell e Maini, 2000; Blanch e
Clarck, 1997).

Outro fenbmeno que afetaria a dindmica do inicioedgdo e ndo considerado no
mecanismo reacional com inibicdo mista por sulzsggiroduto seria o efeitaipper”, onde
a hidrolise das primeiras ligacde$ase lenta— serve para “abrir” a proteina e expor residuos
hidrofobicos que serdo posteriormente atacaddase rapida porém ja na presenca de
inibidores (Vorob’evet al, 1996). No caso de uma cinética tifagpper”, Vorob’ev et al,
1996, mostraram que, a0 menos no inicio da reac@locidade da mesma seria de primeira
ordem com relacdo a concentracdo de substratogfetando € observado de acordo com a
analise da Figura 2.14 para velocidades de reagdwimheira e segunda ordem. Se a reacao
seguisse uma tendéncia de primeira ou segunda pedesiacido entre a abscissa e a ordenada
de cada grafico na Figura 2.14 seria linear; aindajados deveriam se sobrepor para ambos

0S ensaios (independente da concentracédo inicellusgrato).
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Figura 2.14: Analise dos dados experimentais na investigac&odkm da reacdo. (a)
cinética de primeira ordenhm(wo) =kt ; (b) cinética de segunda ordenl%-lr: =kt.Sea
cinética fosse de primeira ou segunda ordem, @&tema dos dados seria linear com relacéo

ao tempo para um dos casos.

Do ponto de vista prético, o conjunto de EDOs serdacdo do estado pseudo-
estacionario para os complexos enzimaticos consegfetivamente representar a dinamica
dos dois experimentos. Deve-se ressaltar, enteetgoie 0 uso de um pseudocomponente

(concentragdo de ligacdes hidrolisaveis) como satiostlificulta a interpretacdo mecanistica

54



2 — Hidrélise Enzimatica

dos resultados cinéticos. Com isso, a conclusaquéea etapa pré-estacionaria € de fato
longa, como mostram as simulagdes na Figura 2e\& der colocada em perspectiva, pois
nao se esta quantificando a concentracdo de unutpr¢du reagente) controlado. Assim,
técnicas experimentais para deteccdo da evolucdeagdo na fase pré-estado estacionario
(por exemplo, métodos do tipttoped flowrapid quenchingdentre outros — Blanch e Clark,
1997) ndo sao aplicaveis aqui, uma vez que o geauididlise, medido em pHstato, é dado
pelo volume de base adicionada para manter comestamH, e esse controlador tem sua
propria dindmica. Provavelmente, os longos tempwoa pstabilizacdo das concentracdes dos
intermediérios, mostrados na Figura 2.13, reflet@mos fenbmenos — incluindo possiveis
efeitos alostéricos, alteracdes na cinética cordodiminui o tamanho médio dos peptideos
hidrolisados e, ainda, por que ndo, uma real demwmestabelecimento de um estado pseudo-
estacionario para um substrato complexo como este.

A Tabela 2.1 apresenta os parametros cinéticosgsamesultados mostrados na Figura
2.12 e Figura 2.13. Sdo também comparados os @hsnde confianca dos parametros
quando estimados com auxilio da matriz covariafEguacdo 2.36) e via simulacdes de

Monte Carlo L = 12000 simulagdes).

Tabela 2.1:Parametros cinéticos e intervalos de confianca paistema completo de
EDOs (equacdes 2.15a a 2.20a).

Intervalo de Confianca (95 %)
Calculado com o , . ~
Parametros elemento diagonal Obtido via Simulacoes
. de Monte Carlo L =
da M.aitnz. 12000 simulacdes)
Covariancia
Ky = 2,228 mM-.min* +11 + 0,25
kq = 4,620 min? + 629 +1,22
ko, = 122,79 min® + 1042 +20,0
ke = 4,546x10 mM1.min* + 5,29x107 + 0,58 X107
kp = 4,570x10° min* + 0,79x10° + 0,48 x10°
kn = 6,008x10° mM.mint + 56x10° + 0,94 X107
kn = 9,646x10 mint + 7,11x10° + 1,44 X10F

Com base nos resultados da tabela acima, notaese gpstatistica dos parametros
calculada de acordo com a matriz covariancia é ezgatva com relacdo a obtida via
simulacdes de Monte Carlo. A discrepancia entrenéodos apenas evidencia a ja familiar
dificuldade em se analisar estatisticamente mod#agpo nao-linear. Como trés algoritmos

estocasticos foram utilizados em paralelo durantgrazedimento de ajuste, um elevado
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namero de pontos foi avaliado e possibilitou a troigo de regides de confianca definidas

de acordo com o critério da Equacdo 2.38. Nesse easregides mostradas a seguir para

alguns pares de parametros trazem informacao retathddas acerca da alta correlacéo entre

0S mesmos e da precisdo de seus valores nomindiseio C1 disponibiliza o conjunto

completo das regides de confianga). Na Figura 2el&bserva a complexa forma de algumas

dessas regides. Note ainda nas figuras que osesaftimos dos parametros cinéticos sao

proximos dos valores médios obtidos com a metodolkbg Monte Carlo.
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Figura 2.15: Regifes de confianca (95 %) para os parametrésiams do sistema completo

de EDOs (Equacdes 2.15a a 2.20a) na modelagem womotgpsina baixa cargae] valores

otimos; [m] valores médios calculados via simulacdes de MGatto. Regides construidas de
acordo com o critério de Beale (Equacao 2.38). ®xArC1 disponibiliza o conjunto

completo das regides de confianca para os panearémetros.

Uma analise qualitativa quanto a precisdo de cadanetro estimado também pode
ser efetuada com a inspecdo das curvas de satemigilido modelo com relacdo aos seus
parametros. Com auxilio do algoritmo DASPK (MalyPetzold, 1996), a Figura 2.16 e a
Figura 2.17 apresentam a sensibilidade das respdstasistema completo de EDOs com
relacdo aos parametrig ki, ko, ke, kp, ky € ky NO curso da reacdo para ambos 0S ensaios
experimentais. Definida de acordo com a Equacd®, 2j2enas os valores @p influenciam
diretamente na funcéo-objetivo. Por outro ladoigaifa 2.16a e a Figura 2.17a mostram que
Cp é bastante sensivel somente aos paramktreskp, com pouca influéncia dos demais
parametros do modelo. Fica aqui salientada, partantimitacdo do ajuste de parametros
cinéticos com o sistema completo de EDOs: como]ipitacfes experimentais, nem todos
0s componentes podem ser mensurados analiticamémtkiidos na métrica do problema de
ajuste, os valores determinados para alguns pa@napresentam pouca confiabilidade

estatistica.
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Figura 2.16: Sensibilidade das respostas do modelo com relaygseas parametros durante
hidrolise com quimotripsina-glioxil-agarose (3 mgot,ipsmagge[l) a 55°C, pH 8,0. Condicoes
da reacdo: 25 mL de substrato (7,2%@.aL "), concentracdo enzimatica deql.i,g)tripsinaL'l.
Modelo: Integracdo numeérica do sistema de EDOsdéfips 2.15a a 2.20a;= 2,228 mM
Lmin™; k4 = 4,620 mift; kp = 122,79 mifl; ke = 4,546x10° mM™.min™; ks = 4,570x10°
min™; ky = 6,008x1F mM™.min™; ky = 9,646x10 min™).
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Figura 2.17: Sensibilidade das respostas do modelo com relaygiseas parametros durante
hidrolise com quimotripsina-glioxil-agarose (3 mgot,ipsmagge[l) a 55°C, pH 8,0. Condicoes
da reacdo: 25 mL de substrato (15,83:@hal ™), concentracéo enzimatica deglifbtripsinal
! Modelo: Integracéio numérica do sistema de ED@adEdes 2.15a a 2.20a;= 2,228
mM™.min™; kg = 4,620 mifl; k, = 122,79 miit; ke = 4,546x10° mM ™ .min™; kp = 4,570x10
3 min™; ky = 6,008x1¢F mM™t.min™; ky = 9,646x1F min™).
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2.3.1.2 — Modelagem com Derivado de Alta Carga 4nclusdo dos Efeito

Difusivos Intra-Particula na Cinética da Reacéo

Os resultados apresentados no item interior, pamaderivado de baixa carga,
indicaram falha na adogéo da hipétese estaciopare os componentes enzimati€<EN,

EP e ENN, na reagdo com o catalisador quimotripsina-glagirose. Neste item repetiram-
se os procedimentos de ajuste para um derivadtiadeaaga, onde os efeitos difusivos intra-
particula podem afetar a cinética da protedlisenétramente, foi justificado o uso da
concentracdo enzimatica proxima de 4 gramas denangor litro. Em seguida, estudou-se o
desempenho da cinética de Michaelis-Menten, Equ&¢Zb, e do modelo completo de
EDOs, equacdes 2.15a a 2.20a, na modelagem aparsate a inclusdo no equacionamento
de efeitos difusionais. Por fim, com o equacionamejue inclui o transporte de massa no
interior da particula de catalisador (equacdes 2.2425), fez-se uma andlise do modelo
reativo-difusivo. Nesse ultimo caso, novamente anasamaneiras de se calcular a velocidade
da reacadd&p sdo comparadas (Equacéo 2.21 ou equagdes 2.28)a 2.

Para verificar a capacidade de generalizacdo doelmodlém dos ensaios de
velocidades iniciais (triplicatas), dois ensaios ldega duracdo foram realizados com o
derivado de alta carga. No primeiro ens&iéS;, a relacdo inicial enzima/substrato foi de
1,2x10" mmokuimotripsinaMMOko™ (contendo 29,10 ygenal ™ € concentragdo enzimatica de
0,15 g]uimotripsmaL'l); jA& no segundo,E/S, a relacdo experimental foi 2,0x10
MMOkyuimotripsinaMMOko®  (contendo 50 gueinal™ € concentragdo enziméatica de 4,2

-1
Oquimotripsinal- ")

Determinacéo da concentracdo enzimatica de processo

Ensaios de protedlise em pHstato foram realizad@sando-se determinar a
concentracdo de quimotripsina a ser utilizada rsais ensaios cinéticos com derivado de
alta carga. No experimento, 10 mL de soro de qL(élj)og,roteinaL'l) foi hidrolisado por um
periodo de 3 minutos, variando-se em cada ensaom@ntracao inicial de enzima no reator
(carga do derivado fixa em todos os ensaios com@Qmotripsinadgel Y. A Figura 2.18 mostra

a variacao das velocidades iniciais em funcao daerdracédo de enzima no reator.
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Figura 2.18: Velocidade inicial de reacdo em funcao da conaeétr enzimética de
guimotripsina no reator (40 mgmt,ipsmagge[l) a 55°C, pH 8,0; 10 mL de soro de queijo
concentrado (50,0p@temal ™).

Na Figura 2.18 nota-se a variagdo linear da vééal® com a concentragdo de enzima
até o limite de aproximadamente 4q5irggtripsinaL'l, comportamento tipico de cinéticas que
seguem a forma funcional descrita por equacdespdoMichaelis-Menten (Bailey e Ollis,
1977). Galvao, 2004, obteve resultados semelhaussda figura acima, porém com soro
concentrado contendo 15r(gemaL'l como substrato. Observe que o fator de efetivigada a
carga enzimatica de 40 m%t,ipsmaggefl é de aproximadamente 0,8 (Figura 2.7), e ficara
invariante para qualquer concentracao de quimatapso reator, uma vez que o aumento de
concentracdo enzimatica € obtido acrescentandosse particulas do catalisador, e nao
aumentando a carga do derivado. Por outro ladmjsftuéncia da resisténcia ao transporte de
massa no filme externo fosse importante, ao se m@tame> numero de particulas de
catalisador (e, portanto, a area de troca dispbpam@ o substrato no meio), a velocidade de
reacao deveria aumentar mais que linearmente te efgdsto ao observado.

Devido ao comportamento andmalo observado na Figui8, a concentracdo
enzimética utilizada nos ensaios para determindgégarametros cinéticos com derivado de
alta carga ficou restrita ao limite superior de y@motipsinal ™. Além disso, como também
verificado na figura, nenhum ganho na velocidadeiah € obtido para concentracfes

enzimaticas superiores a 4 &igotripsinal -
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Modelagem aparente para derivado com alta carga

Repetindo-se o procedimento do item 2.3.1.1 pardewvado com baixa carga
enzimatica, os parametras= 3,45+ 1,1 mmol.guimotripsina -MiN™"; Ky = 81,27+ 33,0 mM e
Kn = 1,10x168 + 3,4x1G mM foram estimados via o0 método das velocidadiesain quando
utilizado o derivado com alta carga. A Figura 2id@ica a boa qualidade do modelo com

inibicdo mista por substrato e produto nas reagcéesderivado alta carga (Equacéo 2.21).

2,04

1,54

Pt

Vo (MM.min™)
I
o
1

o
3
1

0,04

T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

C, (MM)

Figura 2.19: Velocidades iniciais durante hidrolises das pra@githo soro com quimotripsina-

glioxil-agarose (40 mgimotripsmagge[l) a 55°C, pH 8,0. Condic¢bes da reacdo: 10 mL de sor
concentrado (4-60pg,te;naL'1) eram hidrolisados com 1,0;u@otripsinaL'1durante 3 min

utilizando o método do pHstato. Modeld (:Michaelis-Menten com inibigdo por substrato
(Equagdo 2.2k = 3,45 mmol.guimotripsina-Min™; Ky = 81,27 mMKy = 1,10x16 mM).

Barras de erro representam o desvio padrao de#tas independentes.

Nos ensaios de longa duracdo, entretanto, a ig@graumeérica da Equacdo 2.21
(dP/dt = -\|) nado forneceu predi¢des coerentes com os ponpesimentais. Na Figura 2.20,
0os parametrog, Ky e Ky obtidos com os ensaios de velocidades iniciaianfofixados e
estimou-seKp = 1,45+ 0,1 mM. Mesmo na tentativa de determinar simufiarente os
quatros parametros da Equacao 2.21, desvios sistem&ao observados entre modelo e

experimentos para= 467,77+ 511,1 mmol.gumotripsina--Min™"; Ky = 36,30 2097 mM;Ky =
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1x10 mM (restricdo superior — vide Tabela 2.2 na pa@bpeKp = 4,36x10° + 3x10* mM
(Figura 2.21).

E/S, =1,2x10" mmol_, ____mmol "
quimotripsina’ NO

T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min)

@

E/S,=2,0x10° mmol_,

1
imotripsina” mm0|N0

° o 0 Temsgo(min) o » °
(b)

Figura 2.20: Evolucdo da concentracdo molar das ligacdes hidmdisCp, durante hidrolise
com quimotripsina-glioxil-agarose (40 mgmtripsmagge[l) a 55°C e pH 8,0. CondicGes da
reacao: (a) 25 mL de substrato contendo 29,3;[9@.'.9;[1 e concentracdo enzimatica de 0,15
gquimot,ipsinaL'l; (b) 25 mL de substrato contendo FthgnaL'l e concentracdo enzimética de
4,2 guimotripsinaL'l. Modelo (0 ): Integracdo numérica di/dt =-Vy (Equacao 2.21 — ajuste

deKp; k = 3,45 mmol.guimotripsina-Min™"; Ky = 81,27 mMKy = 1,10x16 mM eKp = 1,45

mM). @¢= 5,00. Barras de erro representam o desvio patréiaplicatas independentes.
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E/S, = 1,2x10™ mmol mmol *

quimotripsina”

T T T T T T T T T T T T T
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’ o 200 Temsgo(min) o . 600
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Figura 2.21: Evolucdo da concentracdo molar das ligacdes hidmdisCp, durante hidrolise
com quimotripsina-glioxil-agarose a (40 f@otripsinaOgel 1) 55°C e pH 8,0. Condicdes da
reacao: (a) 25 mL de substrato contendo 29,3;[9@.'.9;[1 e concentracdo enzimatica de 0,15
gquimotripsmaL'l; (b) 25 mL de substrato contendo QQ)tgnaL'l e concentracdo enzimatica de
4,2 guimotripsinaL'l. Modelo (0 ): Integracdo numérica dé/dt =-Vy (Equacéo 2.2% ajuste

simultaneo dos quatro parametros; 467,77 mmol.gimotipsina -Min"; Ky = 36,30 mMKy =
1x1C mM eKp = 4,36x10° mM). @= 1,50. Barras de erro representam o desvio patirdo

triplicatas independentes.
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A Figura 2.22 mostra que o resultado do ajustenpéiréico aparente para o modelo
constituido pelo conjunto de EDOs — equacfes 2al3220a — apresenta relativa precisao
apenas no segundo ensaio experimerEab,]. Ja no caso do primeiro ensaB/S,;, a
predicdo do modelo € incoerente ao longo da plieeedDs parametros estimados for&pe
970,17+ 1239 mM-.min’; ky = 1178+ 3044 min'; k, = 1493+ 3852 mirt'; ke = 7,99+ 10,2
mM™tmin; kp = 1,49x10° + 2x10° min™; ky = 1,02x10* + 5,3x10"* mM™ . min™ e ky =
0,216+ 1 min™.

Ao contrario dos resultados obtidos no item anteramde o modelo puramente
cinético derivado sem a adocao da hipotese psestdoienaria foi capaz de descrever a
dindmica da protedlise em dois ensaios com derigadtootripsina-glioxil-agarose de baixa
carga, os resultados deste item indicam que ambasgaacOes para a velocidade de
protedlise, equacdes 2.15 a 2.20 ou Equacao aanh na tentativa de se modelar a cinética
da reacdo em duas condicbes experimentais distpdes o derivado com alta carga
enzimatica. Tais resultados sugerem que no casdedwado com alta carga apenas o
relaxamento da hipbétese quase-estacionaria nadmtgama capacidade do modelo em
representar a reacdo adequadamente e os efeitesvod intra-particula precisam ser

considerados durante a modelagem.
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E/S, = 1,2x10™ mmol .mmol, *

quimotripsina’
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Figura 2.22: Evolucdo da concentracdo molar das ligacdes hiddisCp, durante hidrolise
com quimotripsina-glioxil-agarose (40 R@hotripsinaOgel ) a 55°C e pH 8,0. Condicbes da
reacao: (a) 25 mL de substrato contendo 29,3;[9@.'.9;[1 e concentracdo enzimatica de 0,15
gquimotripsmaL'l; (b) 25 mL de substrato contendo QQ)tgnaL'l e concentracdo enzimatica de

4,2 guimotripsinaL'l. Modelo (0 ): Integracdo numérica do sistema de EDOs (Equ&:désa a
2.20a — ajuste simultaneo dos sete parametres970,17 mM-.min; k, = 1178 mift; k, =
1493 min'; ke = 7,99 mMimin; kp = 1,49x10 min™; ky = 1,02x10* mMtmint eky =
0,216 min'). ¢= 3,24. Barras de erro representam o desvio patirdigplicatas

independentes.
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Modelagem intrinseca para derivado com alta carga

No modelo reativo-difusivo descrito pelas equa¢@d e 2.25, além dos parametros
cinéticos utilizados no calculo da velocidade resaal, as difusividades efetivék y € Dep
dos pseudocomponentd$é e P também devem ser determinadas. Geralmente, em um
problema classico de modelagem cinética com difusabfusividade efetiva é estimada em
ensaios independentes ou via correlagbes emp(Beasndseret al, 2006).

A adocdo de pseudocomponentes, entretanto, limikperenentalmente a
determinacao de difusividades efetivas pduaP. AproximarDe n € De p para valores meédios
de difusividades obtidas com componentes contrsladéopesos moleculares semelhantes aos
de N e P caracteriza uma hipbétese que ndo permitiria cimskl uma eventual falha na
predicdo do modelo estaria relacionada com oseskgproximados pai@. y € De p OU COM a
expressao para a velocidade da reacéo — estruturendelo (objetivo primeiro neste estudo).
Dessa forma, optou-se por incluir na formulaca@bdblema de ajuste, além dos pardmetros
cinéticos, os parametros de transporte de mRAsgae De p (Mesmo sob pena de perda da
confiabilidade estatistica no ajuste). Como os demsaios utilizados para estudo se
encontram em condi¢cfes experimentais distintaspwapde conceito para o modelo reativo-
difusivo deve ser a capacidade de predicéo sinedté@m ambas as situagoes.

No primeiro caso, a hipGtese de Briggs-Haldane uilizada para predicdo da
velocidade da reacédo (Equacdo 2.21). O problemastmacdo paramétrica consistia em
encontrar os valores de Ku, Kn, Kp, Den € Dep que minimizasse a diferenga residual
definida na Equacédo 2.22. O conjunto de paramepmesapresentou os melhores resultados
foi: k = 6,92x13 mmol.guimotripsina--Min™; Ky = 1600 mM;Ky = 5,49x18 mM; Kp = 1,91x10
3 mM; Den = 9,95x10F m“mint e Dep= 1,0x10° m“min™.

A Figura 2.23 compara o0s resultados do modeloiveedifusivo e dados
experimentais. Note que apenas no casbaiga relacdo enzima-substrato, enskis;, a
hipétese quase-estacionaria prové resultados vata¢inte adequados com o0s pontos
experimentais. Com uma revisdo dos resultados exseos até este ponto nesta secgédo, €
possivel verificar que o ens&idS,; foi 0 Unico ensaio de longa duracédo onde a Equagdo
apresentou resultados satisfatérios. Curiosamantelacdo enzima-substrato empregada em
E/S; foi a Gnica na ordem 10 paraE/S; a relacao foi de 2,0x10e para os ensaios de baixa
carga foi de 3,2 xIde 1,6x10° MMOkimotripsinaMMOko™. O modelo reativo-difusivo com a
Equacdo 2.21, entretanto, apresenta imprecisdo @aasaioE/S,. Recorde-se que uma
predicdo precisa para esse experimento é impoyiaoite 0 mesmo reune as condi¢cdes mais

proximas de uma situacdo industrial, isto €, attacentracdo de proteina com derivado de
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alta carga e concentracdo enzimatica proxima d@dice 4 gramas de quimotripsina por

volume (til de reator.

E/S, = 1,210 mmol .mmol,,*

quimotripsina

T T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min)

@

E/S, = 2,0x10” mmol

-1
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quimotripsina

0 00 200 Tem;(c';o(mm) 40 500 600
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Figura 2.23: Evolucdo da concentracdo molar das ligacdes hidmdisCp, durante hidrolise
com quimotripsina-glioxil-agarose (40 R@hotripsinaOgel ) a 55°C e pH 8,0. Condicbes da
reacao: (a) 25 mL de substrato contendo 29,3;[9@.'.9;[1 e concentracdo enzimatica de 0,15
gquimotripsmaL'l; (b) 25 mL de substrato contendo QQ)tgnaL'l e concentracdo enzimatica de

4,2 guimotripsinaL'l. Modelo (0 ): Reativo-difusivo de acordo com equac@ezt e 2.25
(Velocidades de reacéo calculadas com Equacéc-2afiiste simultaneo dos seis parametros;
k = 6,92x10 mmol.gGyimotripsina -Min™; Ky = 1600 mM;Ky = 5,49x18 mM; Kp = 1,91x10’
MM; Den = 9,95x1C¢ m2min™ e De p = 1,0x10° m?.min™). ¢= 0,42. Barras de erro

representam o desvio padrao de triplicatas indepdas.
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E/S1 = l,2x10’4 mmol mmoINo'1
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Figura 2.24: Evolugdo da concentragdo molar das ligacfes sdadsCp, durante hidrolise
com quimotripsina-glioxil-agarose (40 R@hotripsinaOgel ) a 55°C e pH 8,0. Condicbes da
reacao: (a) 25 mL de substrato contendo 29,3;[9@.'.9;[1 e concentracdo enzimatica de 0,15
gquimotripsmaL'l; (b) 25 mL de substrato contendo QQ)tgnaL'l e concentracdo enzimatica de
4,2 guimotripsinaL'l. Modelo (0 ): Reativo-difusivo de acordo com equacdes 2.22% 2
(Velocidades de reacao calculadas com equacdesa2 P — ajuste simultaneo dos nove

parametrosk; = 2,105x16 mM™t.min®; k; = 1,134x16 min; k, = 2,722x10 min™; ke =
4,878 mM . min™; kp = 3,875x1C min™; ky = 1,440 mM-.min™; ky = 0,264 mift; Den=
6,234x10° m“minteDep=9,251x1¢F m?.min™). = 0,05. Barras de erro representam o

desvio padréo de triplicatas independentes.
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O procedimento de ajuste foi repetido para quantipotese pseudo-estacionaria nao
é considerada, ou seja, equacdes 2.15 a 2.20 @ardocdas velocidades da reacdo. A Figura
2.24 apresenta as respostas do modelo reativawtifo® seio do fluido com os seguintes
parametrosk, = 2,105x16 mM™.min®; k; = 1,134x16 min®; k, = 2,722x10 min®; ke =
4,878 mM .min™; kp = 3,875x10 mint; ky = 1,440 mM-.min™; ky = 0,264 mifl; Dey =
6,234x10° m“.minteDep=9,251x1¢ m?.min™.

Na Figura 2.24 nota-se a concordancia do modelo @srdados experimentais ao
longo de toda a reacdo realizada com a condicaeriexgntal proxima a situacao real do
processol/S). No ensaicE/S, desvios sistematicos sdo verificados no finaledgao; ja no
seu periodo inicial a predicdo do modelo € bastareeente. Aqui vale destacar que quando a
hipotese pseudo-estacionaria € adotada o0 modedtheé justamente no periodo inicial da
protedlise (observe Figura 2.23a). O fato do vaiédio estimado para a difusividade efetiva
do produto Dep = 9,251x1F m’.min™) ser superior ao do substratDe = 6,234x10
m?.min™) também corrobora para a validade dos paramejussados em uma reacéo de
despolimerizacdo como a estudada.

Os perfis simulados dos componentesEN, EP e ENN com o modelo reativo-
difusivo sem adoc¢do da hipotese de Briggs-Haldanersostrados na Figura 2.25. Para cada
componente, as concentracdes mostradas na figutango do tempo representam uma
concentracdo média dos valores obtidos no intetiorgel em cada ponto de colocacao
ortogonal (8 pontos). Um retrato detalhado dosipesimulados em funcdo do ponto de
colocacéao é disponibilizado no Anexo D.

A duracado da fase pré-estacionaria para ambossasosncom derivado de alta carga
estd em concordancia com aquela obtida para osiergrdéos com derivado de baixa carga
(proxima de 100 minutos). Apesar de novamente stca o0 valor excessivamente elevado
para a duracdo dessa fase — se apenas o tempoideqoa@ra formacdo dos complexos
estivesse nela interferindo — o fato de ensaidzaeims em condi¢des experimentais distintas
com catalisadores de cargas diferentes apresentt®®s pré-estacionarias semelhantes
consolida a percepc¢édo de uma falha da hipoteselpsstacionaria para a protedlise do soro

de queijo com quimotripsina-glioxil-agarose.
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Figura 2.25: Evolugéo da concentracdo dos componedg<Cen, Cep, Cenn,durante
hidrolise com quimotripsina-glioxil-agarose (40d[n,gotripsmagge[l) a 55°C, pH 8,0. As
concentracdes representam uma concentracdo méhaldoes obtidos no interior do gel em
cada ponto de colocacao ortogonal. Condi¢gOes gdoeéa) 25 mL de substrato contendo
29,10 Grotenal ™" € concentragéio enzimatica de 0, 4% @uipsinal " (0) 25 ML de substrato
contendo 50 goteinal ™ € concentragio enzimatica de 4,@-@uipsinal . Modelo (0 ):
Reativo-difusivo de acordo com equacdes 2.24 e (¥/@mcidades de reacdo calculadas com
equacdes 2.15 a 2.2Q;= 2,105x18 mM™.min™; k; = 1,134x16 min™; k, = 2,722x18 min®;
ke = 4,878 mM-.min™; kp = 3,875x1C0 min™; ky = 1,440 mM.min™; ky = 0,264 mifl; De
= 6,234x10 m?.min" e De p = 9,251x16 mP.min™).
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As regides de confianga para alguns pares de p&n@srsao mostradas na Figura 2.26
(o conjunto completo esta disponivel no Anexo @2hanalise mostra muitas regiées nao-
convexas e sem limite superior. Devido a compladedao modelo reativo-difusivo —
reunindo parametros cinéticos e de transporte dsana ha pouca confiabilidade estatistica,
em virtude da correlacdo entre seus nove parameRos outro lado, a adocdo de
pseudocomponentes para a representacdo da cindificalta a determinacdo das
difusividades efetivas via ensaios independent@®dga discutido). Novamente, do ponto de
vista pratico, o modelo baseado no conjunto compkid EDOs para expressdao das
velocidades de reacéo representou adequadameperfesdeCp em diferentes condigdes
operacionais e com catalisadores de diferentesagargcom e sem influéncia dos efeitos

difusivos intra-particula na velocidade reacional.
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Figura 2.26: Regibes de confianca (95 %) para os parametrésians e de transporte de

massa do modelo reativo-difusivo (Equacgbes 2.12@& 2.24 e 2.25) na modelagem com

quimotripsina alta cargae] valores 6timos. Regides construidas de acordocorniério de

Beale (Equacao 2.38). O Anexo C2 disponibiliza mjwato completo das regides de
confianga para os pares de parametros.
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2.3.1.3 — Andlise de Desempenho dos Algoritmos dadBaempregados durante

Estimativa Paramétrica

Como discutido no inicio desta secédo, como muisasfuncdes-objetivo apresentaram
caracteristica multimodal, quatro algoritmos dechusram utilizados em paralelo na procura
do melhor ajuste para cada conjunto de ensaio. Eissea em paralelo proporcionou um
historico de dados suficiente para uma analise ecatipa de desempenho entre os quatro
métodos de otimizacao.

A sequir, sdo classificados os problemas de esimparameétrica estudados nesta
secao:

- Problema #1: estimativa dos parametrés Ky e Ky via 0 método das velocidades
iniciais para quimotripsina baixa carga (Figura;2.8

- Problema #2: estimativa do parametr&p com ensaios de longa duragcdo para
guimotripsina baixa carga (Figura 2.9);

- Problema #3: estimativa dos parametr&sKy, Ky € Kp com ensaios de longa duracao
para quimotripsina baixa carga (Figura 2.11);

- Problema #4:estimativa dos parametris k1, ko, ke, Kp, ky € Ky cOm ensaios de longa
duracédo para quimotripsina baixa carga (Figura)2.12

- Problema #5: estimativa dos parametrds Ky e Ky via 0 método das velocidades
iniciais para quimotripsina alta carga (Figura 2.19

- Problema #6: estimativa do parametré&(p com ensaios de longa duracdo para
guimotripsina alta carga (Figura 2.20);

- Problema #7: estimativa dos parametr&sKy, Ky € Kp com ensaios de longa duracao
para quimotripsina alta carga (Figura 2.21);

- Problema #8: estimativa dos parametrks k1, ko, ke, Kp, ky € Ky cOm ensaios de longa
duracéo para quimotripsina alta carga (Figura 2.22)

- Problema #9: estimativa dos parametrksKy, Kn, Kp, De n € Dep COM ensaios de longa
duracado para quimotripsina alta carga (Figura 2.23)

- Problema #10: estimativa dos parametrds, ki, ko, kp, Kp, kn, Kn, Den € Dep CcOM

ensaios de longa duragao para quimotripsina algad&igura 2.24).

A Tabela 2.2 apresenta os limites inferiores eesapes dos parametros cinéticos

utilizados durante cada ajuste:
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Tabela 2.2: Limites superiores e inferiores dos parametrogtitios (restricbes da

busca nao-linear).

Problema Limite Inferior (L ) Limite Superior (L s)
P(rlgll)lﬁr:z‘;il [0; 0; 0] [50; 1x16; 1x10
Prob(l}((&Fr))na #2 [0] [30]

(liroKt;!eKTg Z’)B [0; 0: 0; 0] [1x16; 1x10% 1x1C%; 1x10F)]
” k'ZVlZF’ILETS If:,4e ) [0; 0; 0; 0; 0; 0; 0] [1x18 1x10f; 1x10; 1; 1; 1; 1]

P(rlgll)lﬁr:gj5 [0; 0; 0] [50; 1x16; 1x10]

Prob(lg;)na #6 [0] [30]

(liroKt;!eKTg Z)7 [0; 0; 0; 0] [1x16; 1x1C%; 1x10; 1x10]
” kfrﬁ,bmf zSE " [0; 0; 0; 0; 0; 0; 0] [1x10° 1X11%4§ 1)8]105; 10:10:
“ KBTSSIE?&'?S o [0: 0; 0; 0; 0; 0] [1x10’; 1x1(55;1:|jx1(53; 1x10; 1;

(ks kl,Plg,) %%r;;kf 1& Do | [0;0:0;0;0;0; 0; 0; 0] [11))((11%2 1’;1(&21)&(1?021{(15 /

A Figura 2.27 ilustra a caracteristica multimodal wn caso tipico (Problema #4),
onde varios conjuntos de parametros — gerados rieafaleatoria dentro de seus limites
definidos na Tabela 2.2 — foram utilizados comanegtivas iniciais para o algoritmo LM
(Levenberg-Marquardt). Na figura a seguir, a cog&ecia do algoritmo LM para cada

estimativa inicial gerada aleatoriamente € apresent
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Figura 2.27: llustracdo da caracteristica multimodal para dleroa #4. Cada ponto na

abscissa do grafico representa estimativas inipeia o algoritmo LM dos sete parametros

cinéticos previstos no modelo.

A Tabela 2.3 resume o0s parametros de sintonizadids por cada algoritmo de

otimizacao nos problemas de estimativa paramétaca a quimotripsina.

Tabela 2.3:Parametros de sintonia utilizados pelos algoritdestimizacao (a secéo

2.2.7 descreve o significado de cada parametrinteni) .

EX3

Problema DE LM PSO SA
Problema #1 NP =30 NP = 30 NP = 30 To=5x10;
it e = 30000
Problema #2 NP = 10 NP = 50 NP = 10 i;i::4fégg)o
Problema #3 NP = 40 NP = 40 NP = 40 i;i::4§égg)o
Problema #4 NP = 70 NP = 70 NP = 70 i;i::5§ég60
Problema #5 NP = 30 NP = 30 NP = 30 ﬁfﬁé&o
Problema #6 NP = 10 NP = 50 NP = 10 it-:i;li((]jodé)o
Problema #7 NP = 40 NP = 40 NP = 40 i;ijzljégéo
Problema #8 NP = 70 NP = 70 NP = 70 itT,,Z;l;%gc;)o
Problema #9 NP = 60 NP = 60 NP = 60 itT,,Z;lgégc;)o
Problema #10 NP =90 NP =90 NP =90 itTn Z;lgégc;)o
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Todos F=0,7,R=09; | . _ \px Ci=2,6=2; _
itmax = 1000 Itnax = NP1000 it e = 1000 a=0.98

*Qualquer dos métodos era interrompido se o nuntkroiteracdes atingisse seu limite
maximo (ithay), OU Se em 0,2}k« N80 ocorresse nenhuma variagédo na fungéo-objetivo.
**Para 0 algoritmo LM, o parametidP representa o nimero de “chutes iniciais” utilizado
Ou seja,NP = 30 representa que 30 “chutes iniciais” foram geragdlestoriamente e 30
chamadas do algoritmo foram realizadas (uma pata ‘@@ute inicial”); apONP chamadas
do algoritmo LM, apenas a que apresentasse o malor para a funcdo-objetivo era
selecionada.

Valor da funcéo-objetivo apés convergéncia

35
BED
3 mPSO
@SA

16
12 1313

L 101010 101010 1ljmMio 10fM10 1011~ 101010 101010 101010 1010 1,0
0 II IIIIl .

Problema#1 Problema#2 Problema#3 Problema#4 Problema#5 Problema#6 Problema#7 Problema#8 Problema#9 Problema #10

Valor admensionalizado
N

(adm. por (adm. por (adm. por (adm. por (adm. por (adm. por (adm. por (adm. por (adm. por (adm. por
43,4) 2214) 2770) 21,8) 2697) 5,00) 1,50) 3,24) 0,42) 0,05)
69,1 Tempo requerido até convergéncia

Valor admensionalizado

Problema#1 Problema#2 Problema#3 Problema#4 Problema#5 Problema#6 Problema#7 Problema#8 Problema#9 Problema#10
(adm. por (adm. por (adm. por (adm. por (adm. por (adm. por (adm. por (adm. por (adm. por (adm. por
0,012 s) 1,795s) 10,07 s) 102,1s) 0,084 s) 2,46 s) 3,74 s) 435s) 93,6 s) 235,7s)

Figura 2.28: Analise de desempenho dos algoritmos de buscedssicaSimulated
Annealing(SA), Enxame de Particulas (PSO) e Evolucao Dhfget (ED).

A analise da figura acima indica claramente quigordémo SA é o que requer menor
tempo computacional; em alguns casos, todavia, exginv para resultados sub-6timos:
problemas #5, #9 e #10. De maneira mais consistentestratégia evolucionaria ED
convergiu para os melhores resultados em todogaidemas, requerendo, entretanto, um
maior tempo computacional.

Ja o algoritmdsqgnonlin que utiliza a proposta de Levenberg-Marquardtesgntou
alta sensibilidade as estimativas iniciais e saem@enho ndo foi comparado na Figura 2.28.
Uma possivel explicacdo para o desempenho limitedalgoritmo baseado no célculo do
gradiente frente aos métodos estocasticos ser@ aormalizacdo das variaveis (incognitas
do problema), gerando casos de otimiza¢do com gardsncinéticos de diferentes ordens de

grandeza e, por conseguinte, prejudicando o desdgrom® algoritmdsgnonlin
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Sob a perspectiva de uma andlise estatistica dteajuma vantagem interessante dos
métodos estocasticos é a possibilidade da constde&gides de confianca de acordo com o
critério de Beale (Equacdh38). Como um elevado nimero de pontos é analisadspaco
de busca dos parametros durante o procedimentqudie,aa construcdo das regibes de
confianga ocorre naturalmente e sem acréscimo bauerde tempo computacional.

Acredita-se que qualquer um dos trés métodos ediomd de otimizacdo
contemplados possivelmente teria seu desempenhboradb apdés uma investigacao
criteriosa de seus parametros de sintonia paraotepas aqui estudados. Entretanto, como
a questdo de estimativa paramétrica e definicAoumti@ estrutura para o modelo ja
apresentavam relativa complexidade, os algoritrocent usados em sua forma padrdo com

valores de sintonia tipicamente recomendados.

2.3.2 — MODELAGEM HIiBRIDA FENOMENOLOGICO-NEURONAL

Embora a modelagem cinética utilizando a concefisragnolar de ligacdes
hidrolisaveis seja importante para o projeto, adate otimizacdo dos reatores enzimaticos
presentes na biorefinaria do soro de queijo, unsxrag@o mais detalhada dos produtos
formados nos cursos das reacdes € preponderaate pantrole de qualidade dos mesmos.

Por causa da relativa complexidade na composicaaudlostratos estudados (soro de
queijo para reacdes com a Alcalase® e quimotripsipaé-hidrolisados com quimotripsina
para hidrolises com CPA), uma abordagem hibridarfemol6gico-neuronal foi utilizada
para o acompanhamento cinético. Enquanto a dinadeczada reator foi modelada com o
emprego de balancos materiais dos componentesnpes&kNAs inferiram a cinética da
reacdo com base no estado do sistema. Pormen@esqlateturas das RNAs empregadas
para cada uma das trés reacOes estudadas sersengguies nas subsec¢des seguintes.

Variando o numero de camadas, o numero de nesréniocada camada e as funcbes
de transferéncia, varias arquiteturas de redes NttBm testadas (a definicho de uma
topologia adequada faz-se importante, pois aumanpaecisdo das predicbes do modelo
durante a validacéo). Para acelerar o procedindmgelecdo, as redes foram treinadas com a
técnica de parada antecipada (Haykin, 1999). Pararmoncisdo, apenas as estruturas que
proporcionaram os melhores resultados serdo apaelsen Dados de entrada e de saida foram
normalizados entre O e 1 quando a funcéo de tr@msfi@ era linear ou sigmoidal e entre -1 e
1 no caso da tangente hiperbdlica (respectivamenteacdes 12, 13 e 14 do apéndice desta

tese — pagina 187). O desempenho de cada redeadisada com base na soma dos quadrados
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dos residuos calculados pelas diferencas entrerazmtracdes experimentais e as preditas
apos a integracao numérica.

Durante os treinamentos das redes MLP notou-se apmsar do adequado
mapeamento das concentracfes massicas em um eesaidh constituido das respectivas
velocidades de reagdo, quando as redes com osjaegostados eram utilizadas em conjunto
com os balancos de massa do reator, a integragdérica fornecia resultados inconsistentes,

em alguns casos e aleatoriamente, como ilustrguadR.29.

1000

500 4 B ::._.’:.__.:_'..'. ........

o
1

-500
PC
....... \v4 PC
......... A PC
----- o PC
15004 —— O PC

-1000

Concentragéo Massica (g.L ")
1
(5] ) w 8] =

O Dados Experimentais

-2000 . -
Predicao do Modelo Fenomenoldgico-Neuronal

-2500 1+ . ; . ; . ;
0 100 200 300

Tempo (min)

Figura 2.29: Exemplo de inconsisténcia na integracdo numériéa apinamento de rede
MLP (Dados da hidrélise das proteinas do soro @égajaoncentrado com Alcalase®-glioxil-

agarose).

Para contornar o problema de calculo observadontegracdo, foi utilizado o
algoritmo de treinamento na forma esquematizaddiagrama de blocos ilustrado na Figura
2.30. Como anteriormente descrito, a falha na ratgp ocorria quando era realizado apenas
0 Teste A para aceitar uma rede MLP a ser utilizamderiormente na integragdo numerica
dos balancos materiais dos componentes no reatiizabdo em conjunto os testes A e B,
porém, foi possivel garantir resultados coerengemitegracao, ou seja, a rede MLP treinada
sé é aceita se mapear adequadamente as concestragdetor de saida das respectivas
velocidades de reacédo (TesteEAnferir resultados coerentes durante a integrétéste B).
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Teste A Teste B
C—— Rede MLP —> :—» dﬁi:g —t> C
| A L
Lo Treinamento! i v______] Integragéol i
Salvar Rede | <R Salvar Rede | « 2%
I }
Possivel falha Integragao
na Integragao! Verificadal

Figura 2.30: Esquema do algoritmo de treinamento das redes ddlofado para os modelos

fenomenoldgico-neuronais.

Nos proximos itens sdo apresentados os resultadios enfoque hibrido
fenomenoldgico-neuronal no acompanhamento dindndas trés reacfes enziméaticas

estudadas.

2.3.2.1 — Abordagem Fenomenologico-Neuronal para @&dicdo dos Perfisde
Aminoécidos Liberados durante Hidrélise com CPA

Como previsto no projeto da biorefinaria do soroqueijo, para obtencdo de um
concentrado protéico com baixo teor do aminoacaoldlanina (Phe) em sua composicao,
duas hidrélises sdo necessarias: hidrélise dagipest do soro de queijo concentrado com
quimotripsina-glioxil-agarose e, na sequéncia, dlise do produto dessa reacdo com o
catalisador CPA-glioxil-agarose. Portanto, o suwtetrda segunda reacao foi aqui tratado
como um preé-hidrolisado de quimotripsina 12,4%dseh2,4% o valor do grau de hidrélise
atingido durante a reagcdo com a endoprotease.

O grau de hidrdlise a ser obtido com a quimotriggstn um parametro de muita
importancia para o projeto da biorefinaria do steoqueijo. Enquanto Galvéao, 2004, obteve
maxima liberacdo de Phe com um pré-hidrolisadoullmatripsina 12,4%, Padilla, 2007, s6
conseguiu rendimentos semelhantes na liberacaondtmacido quando um pré-hidrolisado
de quimotripsina com grau de hidrolise préximo d&blera utilizado. Como um dos
objetivos desta tese foi 0o desenvolvimento de #@igos para a inferéncia de estado dos
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reatores enziméaticos, a variabilidade na condiggmer@mental tornou-se interessante para
validar a metodologia em diferentes situacfes. @&hpirolisado majoritariamente utilizado
foi aquele com grau de hidrdlise de 12,4%, viste gs estudos de Padilla, 2007, ocorreram
em paralelo com os aqui desenvolvidos. Ndo obstantecessidade de modelos robustos,
porém com procedimentos adequados para reajusieudgparametros a medida que ocorrem
modificagdes nas condi¢gdes operacionais do procisacalientada nesse caso e endossa 0s
estudos aqui apresentados.

Apo6s 10 h de hidrélise com CPA imobilizada em dilxy-agarose um quadro tipico
da distribuicdo dos aminoé&cidos liberados em unordmtelada € exposto no cromatograma
da Figura 2.31.

Misres

Figura 2.31: Cromatograma tipico obtido apds 10 h de hidrama CPA-glioxil-agarose
(84 UH-pHE.gge[l) a 45°C, pH 7,0. Condic6es da reacdo: 60 mL déidrélisados de
quimotripsina 12,4% (50, 2-gweinal %), concentracdo enzimatica de 1016,4pkkL™.

(O0) Padrao de aminoacido$] § Hidrolisado.

Amostras retiradas durante toda a reacédo forneceramatogramas semelhantes ao
da Figura 2.31. Perfis de concentracéo ao longempo de reacao foram entdo obtidos para
onze aminoacidos: Phe, Trp, Tyr, Leu, ILeu, Val,tMEhr, Asn, His e Ala. Depois de
suavizados, esses perfis foram utilizados paralaulcadas velocidades de hidrolise para

treinamento da rede MLP. Essa era constituidap tamtcamada oculta quanto na camada de
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saida, por dez neurdnios, com a funcdo sigméidarmabas. A Figura 2.32 ilustra 0 modelo
hibrido com a RNA utilizada e seus pesos ajustadnstam do Anexo E.1. Na mesma figura
o balanco material para cada aminoacido € mosjpad® o reator batelad&: representa a
concentracéo do catalisador emddeL™; Ci er;, respectivamente, a concentracdo molar em
mM e a velocidade de reagdo do aminoacidem mmol.Wppe.min? (total de dez
equacgoes).

Tphe

rTrp

rTyr
Balangos de
massa
diferenciais
dC
L=FT,

rLeu

rILeu

Mvet

r
Val L/f

Mhriasn

rH\s

Maia

Figura 2.32:' Esquema do modelo hibrido fenomenoldgico-neuremgdregado na hidrélise

com CPA-glioxil-agarose.

Treinada a rede MLP, o algoritmo hibrido fenomegmo-neuronal foi entédo
utilizado para predicdo dos perfis de cada amidoacDs resultados das integracdes
numericas sao apresentados nas proximas trésdjgumde se nota o bom desempenho da
abordagem. Para cada aminoacido, duas concentfag@esutilizadas apenas para validacao
do modelo, e n&o integravam o conjunto de dadaantieiros procedimentos de treinamento
da rede MLP.
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Concentragao Molar (mM)

O Dados Experimentais

Modelo Fenomenoldgico-Neuronal

T T T T T
100 200 300 400 500

Tempo (min)

T
600

Figura 2.33: Perfis das concentragfes molares dos aminoachinsTiip e Tyr liberados
durante hidrolise com CPA-glioxil-agarose (84_ME.gge|'l) a 45°C, pH 7,0. Condicbes da
reacdo: 60 mL de pré-hidrolisados de quimotrip&®@% (50,2 goweinal %), concentracdo

enzimatica de 1016,4breL™. Modelo (J ): Fenomenolégico-Neuronal. Barras de erro

representam o desvio padréo de triplicatas.
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Figura 2.34: Perfis das concentrac6es molares dos aminoaceladlleu e Val liberados

durante hidrolise com CPA-glioxil-agarose (84_ME.gge|'l) a 45°C,

pH 7,0. Condicdes da

reacdo: 60 mL de pré-hidrolisados de quimotrip&®@% (50,2 goweinal ), concentracao

enzimatica de 1016,4breL™. Modelo ( ): Fenomenolégico-Neuronal. Barras de erro

representam o desvio padréo de triplicatas.
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Figura 2.35: Perfis das concentracfes molares dos aminoaciggsiir, Asn, His e Ala
liberados durante hidrélise com CPA-glioxil-agar®4 m_pHE.gge[l) a 45°C, pH 7,0.
Condicées da reacdo: 60 mL de pré-hidrolisadosugeairipsina 12,4% (50, 2egheinal ™),

concentragéo enzimatica de 1016 4skL ™. Modelo ( ): Fenomenolégico-Neuronal.

Barras de erro representam o desvio padrao deatips.

Ainda neste capitulo, outra abordagem baseada efitientes de rendimento sera
apresentada para acompanhamento dos aminoacidwadiits durante a hidrolise com a
enzima CPA. Tratando-se também de um modelo semiriem a modelagem que emprega
coeficientes de rendimento foi a de fato escollpdaa ensaios de validacdo em reator
continuo de mistura com membrana (Padilla, 2008). dutro lado, os bons resultados
obtidos com o modelo hibrido fenomenolégico-neuroagprotedlise com CPA mostram que
essa metodologia é factivel para substratos complem reacées de despolimerizacdo como

€ 0 caso nas hidrélises com quimotripsina e Aleagujos resultados sédo apresentados na
sequéncia.

2.3.2.2 — Abordagem Fenomenoldgico-Neuronphra Predi¢do da Distribuicao di
Massas Molares dos Hidrolisados Formados ao long@adHidrélise com Quimotripsina

Ao contrario da reacdo com CPA onde o0s aminoacidmerados podem ser
individualmente identificados via analise em HPIb@,reacdo com quimotripsina parte-se de
uma complexa mistura contendo inicialmente lactesas proteinasi-Lactoalbumina,-

Lactoglobulina, soro albumina bovina e imunoglohasi para, no decorrer da hidrélise, obter-
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se uma mistura de peptideos contendo principalmhts Tyr e Trp em suas por¢des
carboxi-terminais. Cromatogramas tipicos do hidemlo ao longo da reagdo com
quimotripsina sdo apresentados na Figura 2.36, andemplexa mistura de componentes
com diferentes tamanhos presentes no produto reddioa evidente.

Com o0 quadro apresentado na Figura 2.36, a alteanatatural para o
acompanhamento cinético foi agrupar os componesmtedaixas de massas molares pré-
especificadas com padrbes de proteinas e pepti@=osidrolisados formados durante a
protedlise foram agrupados em cinco pseudocompesBq}, a saber: PC MM; < 560 Da;
PG, 560 Da < MM < 1003 Da; Pg 1003 Da < MM < 5800 Da; Pg 5800 Da < MM <
14000 Da; Pg, 14000 Da < MM. MM refere-se a massa molar do pseudocompomente
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Figura 2.36: Cromatogramas tipicos obtidos durante hidrélise qammotripsina-glioxil-
agarose (40 mlgimotripsinagge[l) a 55°C, pH 8,0. Condic¢bes da reacédo: 25 mL dstsaib (50,0
Orroteinal 1), concentracdo enzimatica de 4qarg)tripsinaL'1. Na figura,GH refere-se a grau de
hidrolise eTR ao tempo de retencdo médio dos seguintes padidiesalbumina bovina (TR
= 29 min);B-lactoglobulina (TR = 34 min);a-lactoalbumina (TR= 38 min); insulina (TR=

45 min); angiotensina Il (T/R= 67 min) e leucina encefalina (§R 77 min).
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Trés redes do tipo MLP foram treinadas para pezdis velocidades de reagao de

cada pseudocomponer®€ durante a hidrélise, uma para cada valor de p8{:&0 e 8,5.

Cada rede MLP consistia de uma camada oculta (deaednios) e uma camada de saida

(cinco neurdnios), e a sigmoide foi a funcdo deaghio em ambas as camadas. A Figura 2.37

ilustra 0 modelo empregado. Na figura, o balancterie para cada pseudocomponente &

mostrado para o reator batelada: representa a concentracdo de quimotripsina em

gquimotripsmaL'l; Crci € I'eci, respectivamente, a concentracdo massica erheya. velocidade

de reacdo do pseudocomponentm g.guimotripsinél.min'l (total de 5 equacgbes diferenciais

ordinarias).

rPC1 | e e e e e e e e e e e e e e e e
1! 1

1 I
R Balangos de .
PC2 11 |
| massa |

1! . .. 1

ez 1 diferenciais !
11 _f(-'v 1

Moy ¥ U poy Er \
r 11 ] =P I
PCs 1 : dt !
1 I

Figura 2.37: Esquema do modelo hibrido fenomenolégico-neuramgiregado na hidrolise

com quimotripsina-glioxil-agarose.

A Figura 2.38 mostra a baixa dispersédo do conjdetdados utilizado para validacao

dos modelos fenomenologico-neuronais, assegurar@ladade do ajuste. No treinamento

de cada rede MLP, doze dados experimentais de pseledocomponente foram utilizados

para treinamento e dois dados para teste (os gasdsés redes constam do Anexo E.2).
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Figura 2.38: Disperséo dos dados de teste nas predi¢cdes dhudigio das massas molares
dos hidrolisados durante hidrélises das proteinasodo com quimotripsina-glioxil-agarose

(40 M@uimotripsinagel ). Dados n&o utilizados para treinamento das et

Nas trés figuras seguintes, os perfis experimentaiferidos por cada modelo para os
cinco pseudocomponentes considerados sao compaidaediguras é possivel constatar o
bom desempenho preditivo dos modelos. Como seidtizado na subsecdo seguinte, que
trata do acompanhamento cinético durante a hiér@lisn a Alcalase®, é preferivel utilizar
um modelo hibrido para cada valor de pH a inclagaevariavel como entrada em uma rede
MLP de topologia um pouco mais complexa. Como mzgsso em particular a variabilidade
do substrato é alta, modelos com estruturas simpl@®em com parametros facilmente
reajustaveis, sdo preferiveis. Ja para valoresnewiarios de pH, procede-se a interpolacéo
linear entre os valores de velocidades de reacéditps pelas redes MLP (interpolacéo

também descrita no préximo item).
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Figura 2.39: Distribuicdo das massas molares dos hidrolisadente hidrélise das proteinas

do soro com quimotripsina-glioxil-agarose (40qm1g)t,ipsmagge[l) 55°C, pH 7,8. Condicdes da

reacdo: 25 mL de substrato (50#@nal ™), concentracédo enzimatica de 4q2irg,tripsmaL'1.
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Figura 2.40: Distribuicdo das massas molares dos hidrolisadmmte hidrolise das proteinas

do soro com quimotripsina-glioxil-agarose (4qug,tripsinagge|'l) 55°C, pH 8,0. Condicdes da

reacdo: 25 mL de substrato (50f@inal ™), concentracdo enzimatica de 4qang)tripsinaL'1.

Barras de erro representam o desvio padrao decatigs.
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Figura 2.41: Distribuicdo das massas molares dos hidrolisada@ntiihidrolise das proteinas
do soro com quimotripsina-glioxil-agarose (40qm1g)t,ipsmagge[l) 55°C, pH 8,5. Condicdes da
reacdo: 25 mL de substrato (50£@nal ™), concentracédo enzimatica de 4q2irg,tripsinaL'1.

2.3.2.3 — Abordagem Fenomenologico-Neuronal para &dicdo da Distribuicao de

Massas Molares dos Hidrolisados Formados ao longadHidrélise com Alcalase®

Como proteinas do soro de queijo concentrado s@stratps comuns para as
hidrolises com quimotripsina e Alcalase®, o quadiscrito para essa Ultima € semelhante ao
daquela: uma complexa mistura de proteinas e @&stise origina a medida que se avanca o
grau da reacdo — como ilustram os cromatogramassiga hidrélise na Figura 2.42.

O modelo fenomenoldgico-neuronal proposto aqui pardlcalase® expande a
abordagem descrita por Sousa, 2003, que consigéettos de variacdes de pH no valor da
velocidade de reacao prevista pelas redes MLP (¢ & e 10). Aqui foram contabilizados
também possiveis efeitos de variacdes de tempardtwante a reacdo, de forma a atender as
condi¢des operacionais do reator enzimatico dagliee com Alcalase®-glioxil-agarose: pH
9,5 e temperatura de 50 °C (Soesal, 2004).

Cinco pseudocomponentdd;, foram utilizados para a modelagem:;PKZM; < 650
Da; PG, 650Da < MM < 1050Da; Pg, 1050Da < MM < 4150Da; PG, 4150Da < MM <
14000Da; Pg 14000Dac MMs; MM; refere-se a massa molar do pseudocompomnente

90



2 — Hidrélise Enzimatica

120
42 min);
91

110

se a grau de hidrolis@R

100

70

Ifinutos

I[bumina bovina (TR= 27 min);B-

35 min); insulina (TR

aesa

[ [
T T [ | [ |
1 1 1 1 — 1 1 1 1 - =
1 u 1 | 1 _M} 1 1 " "MJ "
1 m_ 1 1 1 m_s 1 1 1 o B o 1
1 = 1 1 1 =T 1 1 1 B — |y 1
| =1 | 1 1 = - 1 1 m4
= [ =] [ 1 o L} 1
||||| B e ittt | () N ROt R | - S . D
1 o) 1 1 1 [T} 1 1 1 = ] 1
" " " " 1 ..ﬁ..H 1 1 1 AU_H 1
1 1 1 1
1 1 1 | 1 _ﬂl.u 1 1 " _-iJHG "
1 | 1 1 a 1 1 1 1 o 1 1 1
! ! ! ! =1 I V2 R B S| ____1 o ___1 | B I
I i T — 1 | i
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 = 1 1 1
a------ A---=-=- T------ R f----- ST SIS 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
H- - - - - - + m A mm - - - -
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
I 1 1 =3
1 1 = |" IIIIII I“ L_
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1

Coooood oo oo oo
5 __-1__ Sod
1
|
i
T
1
1

1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
a = a------ a------ bl
1 1 1 1
1 1 1 1
1 R4 1 1 1
1 - 1 1 1
...... ST S > NN 2= AN SO I
I I =+
1 1 i . H
1 I I " I
| s B : ! i
1 _.-R | = ] ! !
| _ T R s i ]
b i = 1 . " 1 .
X ' | | . H | T 1 i !
" ! | _ _ _ _ _

_ , : d 1 _ . i i =] m ; _ i
w o = I o o ] = ™ = = ] =+ r =
o =] [=] o o =] o = =1 = o =] = =1 =]

SHoL STo4 SHO4,

&0

64 min) e leucina encefalina (§R 74 min).

dio dos seguintes pad

s

ao mé
31 min);a-lactoalbumina (TR

tica de 134ghit.L ™. Na figura,GH refere-

7

ao enzima

20

angiotensina Il (TR

~

Figura 2.42: Cromatogramas tipicos obtidos durante hidrélise Atcalase®-glioxil-agarose
lactoglobulina (TR

(2,8 Usaee.Ggel ) @ 40°C, pH 8,5. Condigbes da reacdo: 30 mL dstsaib (53,0 gotemal ™),

ao tempo de retencg

concentrag



2 — Hidrélise Enzimatica
A Tabela 2.4 classifica as sete redes MLP treinabascordo com uma estrutura
fenomenoldgico-neuronal analoga a definida panaimatripsina na Figura 2.37

Tabela 2.4: Classificagdo das redes MLP treinadas para diesevalores de pH e

temperatura na reagcdo com Alcal@sglioxil-agarose.

Rede MLP pH Temperatura (°C)
MLP-1 8,00 50,0
MLP-2 9,00 50,0
MLP-3 10,0 50,0
MLP-4 8,5 40,0
MLP-5 10,4 40,0
MLP-6 8,5 55,0
MLP-7 10,4 55,0

A topologia de cada rede MLP possuia uma camadaéaamom nove neurdnios e uma
camada de saida com cinco (pesos ajustados codsté&mexo E.3). Assim como nas outras
duas reacdes estudadas, a funcao do tipo signfoiddilizada em ambas as camadas da rede
MLP.

A Figura 2.43 ilustra o esquema do modelo hibgdando todas as redes MLP sédo
utilizadas. Os efeitos de pH e temperatura sdoidema&los via interpolacdo linear. Por
exemplo: se pH=9,3 e T =53 °C, as predi¢coesaties MLP-6 e MLP-7 s&o interpoladas no
pH (T = 55 °C); repete-se o procedimento para desréiLP-2 e MLP-3 (T = 50 °C) e,
finalmente, os resultados dessas duas interpolagbesi sdo novamente interpolados, agora
com relacdo a temperatura. Somente o resultadb dirffiarnecido ao balan¢co material no
reator enzimatico.

InterpolacBes exponenciais foram também testadas resultados muito préximos as

lineares que, por conveniéncia, foram adotadas qadcio (Pintet al, 2007).

92



2 — Hidrélise Enzimatica

: Conjunto de MLPs
MLP-1: pH 8, 50 °C
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Figura 2.43: Diagrama esquematico do modelo fenomenoldgicoemaliutilizado no

monitoramento da hidrélise com a Alcalase®.

A Figura 2.44 mostra o bom desempenho do modelidbi esquematizado na Figura
2.43 em ensaios de validacdo do sistema. Em anthesperimentos, utiliza-se um valor de
pH intermediario, 9,5, ndo usado durante a fasetrédimamento. Para o célculo das
velocidades de reagéo nesse valor de pH, intei@eddneares das predi¢des das redes MLP-
6 e MPL-7 séo utilizadas no primeiro caso (Figurédd) e das redes MLP-2 e MPL-3 no
segundo (Figura 2.44b).
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Figura 2.44: Distribuicdo das massas molares dos hidrolisadentke hidrélise das proteinas
do soro com Alcalase®-glioxil-agarose (2,§A|;JE.gge|'1). Condicdes da reacao: 30 mL de
substrato, concentrag&o enzimatica de 13444.L™". (@) 61,0 goteinal™; PH 9,5 (55 °C);
(b) 60,0 grote.'naL'l; pH 9,5 (50 °C). Dados de teste, ndo utilizadwa painamento das redes
MLP.

Finalmente, a qualidade de predicdo da abordagsrmanfenolégico-neuronal foi
testada durante a partida de um reator continuoistera. No caso, os balan¢cos de massa dos

pseudocomponentes sédo dados pelas equacdes dderendinarias 2.41 e 2.42.

dCpq

+ .
= ZEHm—E%thmJZLmA (2.41)
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dc +
228 = E (g, - % - e Coy + ?/icgcs (2.42)

Sendo:Cpci — a concentracdo massica do pseudocomponemnig — a velocidade de reacao
(interpolada pelas redes definidas na Tabela E.4)a concentracédo de Alcalase® no reator;
Or € gc — respectivamente, as vazdes de alimentacdo ditratdbe de base (utilizada para

controlar o pH do meio reacionaly, — o volume do reatorCf..— a concentracdo do

pseudocomponente 5 (soro concentrado) na vazaomntacao.

Detalhes do aparato experimental utilizado panmgisagfio e transmisséo de dados,
monitoramento e controle do reator sdo fornecidowsSousa, 2003. Um esquema ilustrativo

do sistema é dado na Figura 2.45.

Rede Local (pH, temperatura e vazio de base)

Conjunto de Algoritmeo de
— . —
controle
MLPs GMC-fuzzy
PC2 \ PC1 \
Valores medidos de pH ~ _ I
e temperatura. Sy _!

—
: Acéo de controle

Soro de
queijo

Produto >
Reator NaOH
Enzimatico

Figura 2.45: Diagrama esquematico do sistema utilizado paradpadlb reator continuo de

mistura. Hidrélise das proteinas do soro de queEijentrado com Alcalase®-glioxil-
agarose. As redes neuronais ficam no computadacatkx(PC2).

A Figura 2.46b compara o bom desempenho do modsio dados experimentais
amostrados durante a partida do reator operadoaum rontinuo. A Figura 2.46a apresenta
os perfis de pH e temperatura obtidos durante ai@nsnde se nota os ruidos associados as
medidas (desvio padréo,= 0,35 para o pH @ = 0,26 °C para a temperatura). Com os sinais
adquiridos de pH e temperatura ao longo do expetmes valores de velocidades de reacéo

inferidos pelas sete redes definidas na Tabel&ramdh interpolados linearmente e utilizados
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na integracdo numérica dos balangcos materiais dtorreenzimético representado pelas
equagbes 2.41 e 2.42. Mesmo com o modelo utilizasidais ruidosos de pH e de
temperatura, os perfis suavizados para os pseugmemntes indicam a capacidade do
sistema hibrido em atenuar a rapida dindmica dddosuassociados as medidas, uma

propriedade importante das redes do tipo MLP (NeR801).
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Figura 2.46: Validacdo da modelagem fenomenoldgico-neuronalrdenaartida de reator
continuo de mistura com Alcalase®. Condi¢cOes dga@eb00 mL de substrato (52,0
gprote.'naL'l), concentracdo enzimatica de 149&4¢4.L™. (a) qualidade dos sinais adquiridos
de pH e temperatura durante experimento; (b) disg@io de massas molares dos peptideos
formados durante hidrélise das proteinas do saroAlgalase®-glioxil-agarose (2,8

Ugaee-Ggel ).
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Na modelagem fenomenoldgico-neuronal apresentad@da esta secdo (para as trés
proteodlises), o fator chave foi a interpolagdo dinde predi¢cdes de redes com topologias
reduzidas ao invés de acrescentar os valores de tehhperatura como parametros no vetor
de entrada de uma rede MLP de complexidade supddior modelo de complexidade
reduzida é preferivel para um substrato com altehilidade em sua composicdo como o
soro de queijo, pois torna o procedimento de réajds seus parametros (N0 caso 0S Pesos
das redes MLP) uma rotina de facil repeticdo, pemnglo, durante o0 monitoramento de um
reator industrial. Nesse contexto, amostras castagara analise em HPLC seriam
necessarias apenas durante as etapas de treinanteste das novas redes MLPs, ficando a
cargo do modelo hibrido fenomenoldgico-neuronalamitoramento em tempo real do reator

para diferentes composi¢cdes no substrato.

2.3.3 — COERCIENTES DE RENDIMENTO PARA PREDICAO DA
CONCENTRACAO MOLAR DE AMINOACIDOS LIBERADOS DURANTE A
PROTEOLISE COM CPA-GLIOXIL-AGAROSE

A operacdo Otima do reator enzimatico onde seegsaca liberacdo de aminoécidos
hidrofobicos com o catalisador CPA-glioxil-agaraeenanda um modelo cinético acurado do
processo. Em uma concepcao integrada reator e rapmbronde a separacdo dos
aminoacidos liberados € realizada de forma sime#t&om a reacdo, o desenvolvimento de
um modelo cinético que descreva com precisdo a asiggm do meio reacional constitui uma
etapa importante no estudo de condi¢cbes operasiesanomicamente viaveis para o sistema
(Padilla, 2007).

No quadro geral descrito acima, uma alternatizaesquema hibrido de modelagem,
onde, para o caso especifico do acompanhamentdicoinédalancos materiais dos
componentes presentes no reator sdo acopladoseawn@mnpiricos usualmente responsaveis
pela predicdo das velocidades de reacdo. Como adostio item2.3.2.1 — Abordagem
Fenomenoldgico-Neuronal para Predicdo dos Perfis denino&cidos Liberados durante
Hidrélise com CPA modelos hibridos fenomenoldgico-neuronais podeediper com
precisdo a concentracdo molar dos aminoacidos tueahidrélise com CPA. Nesta secéo,
entretanto, outra possivel abordagem para a coficeptbrida é apresentada conforme
descrita por Tardioli, 2003. Nela o autor definiveadimento individual de cada aminoacido
Yi, como a razdo entre a velocidade de liberacdondnoa@cidoi e a velocidade global de

clivagem das ligacdes peptidicas carboxi-termioamo mostrado na Equacao 2.43:
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(2.43)

Sendo:V; — a velocidade de liberacdo de cada aminoacidmstantet; Vp — a velocidade

global de clivagem das ligacdes peptidicas carterriinais.

Como indicado na equacdo acima, expressfes cséfaraVp e para cada
aminoacido,V;, devem ser definidas para o célculoYleNo primeiro item desta secdo sao
mostrados os resultados para a velocidade globaivdgem das ligagdes peptidicas carboxi-
terminaisVp. No item seguinte sdo apresentados os resultaalosodielagem baseada em
coeficientes de rendimento para a predicdo da otraggio molar dos aminoacidos em reator

batelada e a validacdo da metodologia em um sisteatar com membrana.

2.3.3.1 — Modelagem da Velocidade Global de Clivagedas Ligacdes Bptidicas

Carboxi-Terminais

Repetiu-se aqui a metodologia empregada na maxelagnética de ligacdes
hidrolisadas com quimotripsina: assumindo uma waéle Michaelis-Menten ajustou-se 0s
parametrok, Ky e Ky da Equagéo 2.21 com dados de velocidades inigiasm um ensaio
de longa duracao para determinacao do quarto paadeemesma equacags.

Estimativas dos parametros cinétiéody e Ky, foram obtidas aplicando o método
das velocidades iniciaigy versusCyo (Equagéo 2.21; cor@p igual a zero). O bom ajuste
obtido é apresentado na Figura 2.47 com os segufiemetrosk = 2,4&10? + 6x107
mmol.min®.Up.pre’; Ky = 150,0+ 419 mM eKy = 14,0+ 42 mM. Como de praxe para
equacgdes do tipo Michaelis-Menten, os trés par@setostram desvios-padréo estimados na

mesma ordem de magnitude de seus valores nominais.
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Figura 2.47: Velocidades iniciais nas hidrélises de ligacdegipamas carboxi-terminais com
CPA-glioxil-agarose (84 upHE.gge[l) a 45°C, pH 7,0. Condicbes da reacdo: 25 mL de pré
hidrolisados com quimotripsina 12,4% (5-50p&tgnaL'l) eram hidrolisados com 504U
pue Lt durante 30 min e amostras eram retiradas durasgetempo para andlise em HPLC.
Modelo (0 ): Michaelis-Menten com inibi¢&o por substrato (Bgfip 2.21k = 2,48x10
mmol.min®.Up.pre’; Ky = 150,0 mMKy = 14,0 mM).

De posse dos valores estimados patay e Ky, o parametrdp da Equacéo 2.21 foi
ajustado com dados de um ensaio batelada de langgadd. O algoritmo hibrido de busca
Simulated Annealinievenberg-Marquardt foi usado para estimativakde 1,91 + 3x10*
mM (o desvio d&p foi calculado assumindo os valoreski&y, e Ky invariantes). A Figura
2.48 mostra que, assim como na hidrélise com quipsiha, a hipétese de estado pseudo-
estacionério falha na predi¢do da concentracéorrdakaligacdes hidrolisadas na reacdo com

CPA, apresentando desvios sistematicos no curtaddea hidrolise.
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Figura 2.48: (a) Evolucado da concentracdo molar das ligacdes hedadisCp, durante
hidrolise com CPA-glioxil-agarose (84HLFJHE.gge|'1) a 45°C, pH 7,0. (b) Dispersao dos dados.
Condigdes da reag&o: 60 mL de pré-hidrolisadosauimotripsina 12,4% (50,2,@teinal ™),
concentracdo enzimatica no reator de 1016,44dL™. Modelo (0 ): Integracdo numérica de

dP/dt = -W (Equacdo 2.21 — ajuste He; k = 2,48x10* mmol.min.Uy.pre’; Km = 150,0
mM; Ky = 14,0 mM;Kp = 1,91 mM).@= 0,25.

Relaxada a hipdtese do estado pseudo-estaciorggiimou-se 0s parametros do
sistema de EDOs, equag0Oes 2.15a a 2.20a, pardiedarelo perfil da concentracdo molar das
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ligagdes hidrolisadas durante hidrolise com CPAal@oritmo de busca utilizado foi o
Simulated Annealingevenberg-Marquardt.
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Figura 2.49: (a) Evolugao da concentracéo molar das ligac@kslisadasCp, durante
hidrélise com CPA-glioxil-agarose (84HLFJHE.gge|'1) a 45°C, pH 7,0. (b) Dispersao dos dados.
CondicBes da reacéo: 60 mL de pré-hidrolisados auimotripsina 12,4% (50,2,@teinal ™),
concentracdo enzimatica de 10164pkL ™. Modelo (0 ): Integracdo numérica do sistema
de EDOs (equacfes 2.15a a 2.20a — ajuste simultérsesete parametros listados na Tabela

2.5). = 1x10°.

Nota-se que, da mesma forma que para a quimotaipairabordagem utilizando as
EDOs é proficua para o caso com CPA, Figura 2.4%d@ametros estimados estao listados
na Tabela 2.5.
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Tabela 2.5 Parametros cinéticos ajustados para sistema de BERO®sdrolise com

CPA-glioxil-agarose de pré-hidrolisados com quinpsina 12,4% (equacfes 2.15a a 2.20a).

Parametro Valor
ki (MM™t.min™) 304+ 97

k. (min™) 3905+ 6

ko (min™) 505+ 308
ke (MM L.min™?) 0,43+ 3

kp (min™) 1,16+ 7,2
kn (MM™.min™) 2,3x10°+ 1x10°

ko (Min™) 0

Nota-se, pelos valores obtidos phyae k., que o efeito de inibicdo pelo substrato nédo
se revelou importante para o0 modelo — apesar dndtados apresentados na Figura 2.47.
Essa contradi¢do, na verdade, € reflexo do enfequarico que se é forcado a adotar para
este complexo sistema, pois certamente agrupar doldstrato em um pseudocomponente
“ligacdes hidrolisaveis” ndo é, com certeza, umaebapropriada para interpretacdes

mecanisticas do comportamento do sistema reacional.

2.3.3.2 — Coeficientes de Rendimento para Predicd@lms Perfisde Aminoacidos

Liberados durante Hidrélise com CPA-Glioxil-Agarose

Com o coeficiente de rendimento definido na EquaZ&3, foram determinadas
relacdes empiricas entre a velocidade de liberdedmada amino4cido e a velocidade global
de clivagemVp. A técnica de ajuste das equacfes e dos parantistaxtos na Tabela 2.6
consistia em resolver numericamente o balanco dsande cada aminoacido (definido na
Equacédo 2.44 para o reator batelada), com awdkarehdimentos individualg, de forma a
diminuir a diferenca residual entre a concentrapiiedita e experimental para cada
aminoacido (novamente o método de buScaulated Annealingevenberg-Marquardt foi
utilizado).

As relacbes empiricas mostradas na Tabela 2.6 emgrdimento individual de cada
aminoacidoyY; e a velocidade global de clivagem das ligacdesigieps carboxi-terminaigp
foram obtidas com base em observacdes préviasrd®Il,a22003, e Pintet al, 2008a.
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dC,,
dt
Sendo:Caa — a concentracdo molar de cada aminoacdide;o rendimento listado na Tabela

= Yi(CEO’VP)WP (2.44)

2.6; V, — a velocidade global calculada com as equacdése22.20 (parametros listados na

Tabela 2.5).

Tabela 2.6: Relacdo entre o rendimento individual de cada aauido Y, e a
velocidade global de clivagem das ligacbes pepmsdicarboxi-terminais. Na tabel¥, =

Vp/Ceo; sendaCgo a concentracdo inicial de CPA no reator efpit L™

Aminoécido Equacao Parametros
a =0,025 0,003
Phe Yore = a+bV
b = 63,96t 2,07
aVv a = 0,142+ 0,005
Tyr YTyr = ok
b+V b = 3,76x10 + 1,58x10°
Trp Yip = @ a = 0,070t 0,002
Leu Y =a a = 0,340+ 0,005
a=0,073t 0,005
ILeu Yo, =atbV
b = -24,67+ 3,06
Met N a+bV a = 0,040t 0,003
e =
Met b =-3,59% 1,54
a=0,161+ 0,007
Val Y,y =a+bVv
b =-44,62+ 4,25
a=0,051 0,011
Thr/Asn Y. =a+bVv
Thr/ Asn b=-12,1% 6,53
a=0
. V
His Y, =a+tbexp-— b = 0,088t 0,005
c "
c = 3,11x1¢ + 0,26x10"
— a kkk
Ala Y —ﬁ a = 2322x10 + 3x10°

em min.Y.ppe.mmol™,
em mmol.WY.puet.min™.
em mM.mir.

*k%k

As proximas trés figuras mostram o bom desemperdnaalmbrdagem utilizando

coeficientes de rendimento na predicdo da conagranolar dos aminoacidos liberados
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durante a hidrélise com CPA-glioxil-agarose. Apepasa 0s aminoacidos Thr e Asn (Figura
2.52), a predicao do perfil é incoerente com osoglakperimentais ao longo da hidrdlise,
apresentando desvios sistematicos. Por outro ladmodelo baseado em coeficientes de
rendimento apresenta boa predicdo para a concgatraglar da fenilalanina liberada no

meio reacional (Figura 2.50) — inferéncia mais ingoate para o controle de um produto com
baixo teor do amino&cido.

Concentracdo Molar (mM)

14 4 O Dados Experimentais
A Modelo com Coeficientes de Rendimento

0 100 200 30 40 50 600
Tempo (min)

Figura 2.50: Perfis das concentracdes molares dos aminoacidgsighe Tyr liberados
durante hidrolise com CPA-glioxil-agarose (84_ME.gge|'l) a 45°C, pH 7,0. Condicbes da
reacdo: 60 mL de pré-hidrolisados de quimotrip&ad% (50,2 gotemaL'l), concentracao
enzimatica de 1016,4breL™. Modelo (0 ): Coeficientes de Rendimento (Equacéo 2.44).

Barras de erro representam o desvio padrao deatips.
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Figura 2.51: Perfis das concentrac6es molares dos aminoaceladlleu e Val liberados
durante hidrélise com CPA-glioxil-agarose (8,4.ME.gge|'1) a 45°C, pH 7,0. Condicbes da
reacdo: 60 mL de pré-hidrolisados de quimotrip&2@% (50,2 goteinal "), cOncentragio
enzimatica de 1016,4breL™. Modelo (0 ): Coeficientes de Rendimento (Equacao 2.44).

Barras de erro representam o desvio padrao decatigs.
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Figura 2.52: Perfis das concentrac6es molares dos aminoaciggsiir, Asn, His e Ala
liberados durante hidrélise com CPA-glioxil-agar®4 m_pHE.gge[l) a 45°C, pH 7,0.

Condicdes da reacao: 60 mL de pré-hidrolisadosudedajripsina 12,4% (50,2p9temaL'l),

concentracéo enzimatica de 10164pkL™. Modelo ( ): Coeficientes de Rendimento

(Equacéo 2.44Barras de erro representam o desvio padréo deatigs.
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As técnicas de modelagem e ajuste apresentadiss segsio foram utilizadas para a
predicdo da concentragdo de Phe em um sistemaatty @®m membrana estudado por
Padilla, 2007. Nesse sistema, buscava-se o inctendanprodutividade do processo através
da reducdo, no meio reacional, de possiveis inibgdlala enzima — especialmente os
aminodacidos hidrofébicos Phe, Tyr e Trp. O sistgr@posto processava a protedlise com
CPA-glioxil-agarose em um reator enzimatico acopladum modulo de ultrafiltracdo para
separacao simultdnea dos aminoacidos liberadostdusareacdo. Com o objetivo de manter
o volume reacional constante durante a operac&istiima, o reator era alimentado com preé-
hidrolisados de quimotripsina 15,3% ou com soludi@tisante para facilitar a passagem dos
aminoécidos através da membrana.

A Figura 2.53 mostra a qualidade do ajuste pararzemntracdo molar de ligacdes
hidrolisadasCp e para a Phe em um reator batelada quando o atabstilizado foi pre-
hidrolisado com quimotripsina até atingir um grauhitirélise de 15,3 %. Como discutido por
Pinto et al, 2008a, o grau da hidrélise obtido com a quimetni@ influencia nas
caracteristicas do substrato utilizado na reac&o C®A e novos parametros cinéticos sédo
necessarios para a modelagem da velocidade glabalivhgem das ligacbes peptidicas
carboxi-terminais e, consequentemente, para oceetfe de rendimentérn Os parametros
cinéticos ajustados para a velocidade global séetradps na Tabela 2.7 quando pré-
hidrolisados 15,3% constituem o substrato da real@para o coeficiende foi utilizada a

mesma relacgéo linear descrita na Tabela 2.6 € a+bV), porém com os parametras=

196,5x10° + 36,7x10° eb = -7854,4x10G + 5865x10° min.Uy.ppe.mmol™.
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Figura 2.53: (a) Evolugéo da concentracdo molar das ligagcOeslisddasCp, durante
hidrolise com CPA-glioxil-agarose (10141;JHE.gge[l) a 45°C, pH 7,0; ModeldX):
Integracdo numérica do sistema de EDOs (equachga a.2.20a, parametros listados na
Tabela 2.7). (b) Evolugéo da concentracdo moldtde Modelo[(] ): Coeficientes de
Rendimento Ypne = 196,5x10° -7854,4x1F.V). Condicbes da reacéo: reator batelada com 53
mL de pré-hidrolisados com quimotripsina 15,3%Q§QemaL'l), concentragdo enzimatica de

3000 Uy.pneL™. Barras de erro representam o desvio padraoplieatas.

Ainda com relacéo aos parametros para predicaceldeigade global, alguns deles

apresentam ordens de grandeza distintas quandobstrato é alterado de pré-hidrolisados
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com quimotripsina 12,4% (Tabela 2.5) para 15,3%béla 2.7). Além da mudanca na
caracteristica do substrato, as diferentes ordengrahdeza podem ser explicadas pela alta
correlacéo entre os parametros e por varios delesentar o zero no interior da regido de
confianca. Vale também destacar que os parametréscos ajustados compdem um modelo
empirico cujo substrato, nimero de ligacbes hisladias, € uma abstracdo que agrupa um
namero consideravel de moléculas de peptideos ddmtds massas molares em um dnico
pseudocomponente.
Novamente, o efeito de inibicdo pelo substrato séiagevelou importanteky e ky

nulos).

Tabela 2.7: Parametros cinéticos ajustados para sistema de ER®sdrolise com

CPA-glioxil-agarose de pré-hidrolisados com quinpsina 15,3% (equacfes 2.15a a 2.20a).

Parametro Valor
ki (MM™t.min™) 9,89+ 101
k.1 (min™) 340,2+ 5685
ko (min™) 167,4+ 239
ke (MM™min®) | 49,9x10"+ 1x10°
kp (Min™) 83,5x10" + 17x10"
kn (MM™.min™)
ko (Min™)

Detalhes da modelagem matematica do sistema re@omembrana assim como do
aparato experimental empregado sao descritos elaP2007. Resumidamente, o sistema
era composto de um reator encamisado (40 mL) e mheasbranas do tipbollow fiberem
paralelo (1000 Da de corte cada). Pré-hidrolisama quimotripsina 15,3 % foi alimentado
no reator continuamente nas primeiras seis horagalgo. A partir da sexta hora, solucéo
dialisante foi a alimentacdo utilizada (tampéo dusfde sodio 5 mM, pH 7). O modelo
cinético baseado em coeficientes de rendimentodesgdrito foi entdo utilizado para prever a
velocidade de remocao de Phe ao longo da reagguaréFz.54).
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Figura 2.54: Evolucao da concentracdo molar de Phe no sistesar om membrana
durante hidrolise com CPA-glioxil-agarose (10,:|.FME.gge|'l) a 45°C, pH 7,0. ModeladX):
Coeficientes de Rendiment¥sf. = 196,5x1C -7854,4x1F.V). Barras de erro representam o

desvio padréo de triplicatas.

A Figura 2.54 ilustra um teste rigoroso para a @gem cinética com coeficientes de
rendimento. Vale ressaltar que além das aproxinsagfiBzadas durante a elaboracédo do
modelo cinético, erros associados as consideragiiadas na modelagem do sistema reator
com membrana também contribuem para a diferenganssica entre modelo e dado
experimental ao longo da reacdo. Mesmo com essdmddes, fica claro na figura que o
modelo baseado em coeficientes de rendimento fpazale predizer a tendéncia da

concentracdo de Phe remanescente no reator ercomati
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2.4 — CONCLUSOES

2.4.1 — MODELAGEM DAS LIGACOES HIDROLISADAS EM REACOES
PROTEOLITICAS

A metodologia tradicional para derivacdo de modettes cinética enzimatica,
embasada na hipétese de estado pseudo-estaciar@riapresentou resultados satisfatorios
para a modelagem cinética dos dados de concentragiao de ligacdes hidrolisadas ao longo
da reacdo com quimotripsina imobilizada em gel xglagarose. Procedeu-se entdo a
integracdo numeérica das equacles diferenciais &idsderivadas a partir do mecanismo
reacional postulado — ou seja, relaxou-se a hipotes estado pseudo-estacionario. Tal
mecanismo, com inibicdo simultdnea por substratoraeluto, foi capaz de prever com
precisdo a concentracdo molar das ligacdes hiddals para um derivado com baixa carga (3
MGuimotripsinadgel ) €, portanto, sem efeitos difusivos na cinétieaehcao.

Quando um catalisador contendo 40 qM@uipsinalgel~ fOi Utilizado, além do
relaxamento da hipotese pseudo-estacionaria, foess@ria a inclusdo dos efeitos de
transporte de massa intra-particula no modelo dgdee O modelo obtido, com resultados
razoaveis quando contrastados com dados experimetgadois ensaios de longa duracéo,
apresentou pouca confiabilidade estatistica devalo dificuldade em se estimar
simultaneamente os parametros cinéticos e de wemsgde massa presentes no modelo
matematico. Por outro lado, a adocdo de um pseogmmuente — ligacdo hidrolisada —
dificulta a determinacdo dos parametros com ensditdependentes. Ainda, a
desconsideracdo de algum parametro, no intuitoedeizir a complexidade do modelo,
conduz a perda da consisténcia mecanistica do mesmo

Relaxada a hipdtese do estado pseudo-estaciotembgem foi possivel representar
adequadamente a cinética aparente da concentragfdodas ligacdes hidrolisadas por CPA-
glioxil-agarose. Modelos do tipo Michaelis-Mentaagmo nas reacbes com quimotripsina
imobilizada em matriz de glioxil-agarose, tambémeapntaram desvios sistematicos dos
dados experimentais nesse caso.

Portanto, do ponto de vista préatico, o conjuntoE¥0Os sem a adog¢do do estado
pseudo-estacionario para os complexos enzimationseguiu efetivamente representar a
dindmica de diversos casos de despolimerizacaonétiza das proteinas do soro de queijo:

cinética intrinseca para derivado de quimotripsioan baixa carga; modelo reativo-difusivo
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para o catalisador constituido da mesma endopmteasém com alta carga; e modelagem
aparente na reacdo com CPA-glioxil-agarose. Padratar de uma abstracdo que agrupa
inimeras moléculas em um pseudocomponente — ligdgdmlisadas — a duracdo dos perfis
dindmicos das fases pré-estacionarias simuladasocoomjunto completo de EDOs destoa
em ordem de grandeza daquelas observadas quandmrmemes reais sdo estudados em
reacfes quimicas ou bioquimicas, abordagem expa@inera do escopo deste estudo. Por
outro lado, a proposta apresenta-se bastante izpara os casos onde modelos do tipo

Michaelis-Menten s&o imprecisos.

2.42 — ALGORITMOS DE ESTIMACAO PARAMETRICA E ANALI SE
ESTATISTICA DURANTE MODELAGEM NAO-LINEAR

Trés algoritmos estocasticos foram comparados thiranprocedimento de ajuste
paramétrico para a protedlise do soro de queijo denivados quimotripsina-glioxil-agarose
de baixa e alta carga. A classificacdo da eficdom algoritmos estocasticos nao € simples,
por sua propria natureza. Ainda assim, pbde-setatamnsque, neste caso especifico, o
algoritmo Evolucédo Diferencial convergiu para oslhoees resultados, seguido pelo
algoritmoSimulated Annealing pelo Enxame de Particulas.

Simulacdes de Monte Carlo foram utilizadas paraatcuto dos intervalos de
confianca dos parametros visto que, quando a eg&elparamétrica € importante, 0 método
convencional baseado no calculo da matriz covaadtmm o modelo linearizado na regidao
do ajuste pode apresentar resultados pouco satisfat De maneira geral, o enfoque
embasado na matriz covariancia apontou valores ecgais/os para 0s intervalos de
confianca quando comparados com os resultadososbtich simulagbes de Monte Carlo.
Como limitacdo do método probabilistico, ressadtaes elevado tempo computacional
requerido pelo mesmo (cada iteracdo do referidaaoeéinclui uma etapa de estimativa
parameétrica).

Qualquer dos métodos estocasticos aqui utilizactns, parametros de sintonia bem
definidos para um problema em particular, apresemtaomo uma ferramenta importante
também para a analise estatistica pds-ajuste. Sesn de derivadas, as multiplas analises da
funcdo-objetivo durante o procedimento de estimagparamétrica permitem também a
construcdo de complexas regies de confianca r{oritle Beale, Equacdo 2.38). Nesse

cenario, duas limitacbes da estimativa de parasmetra casos ndo-lineares podem ser
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superadas: a imprecisdo da aproximacao linear ddelmopara o calculo da matriz
covariancia e o elevado tempo computacional dentknpelo método de Monte Carlo.

2.43 — ACOMPANHAMENTO DETALHADO DOS PRODUTOS DAS
REACOES

Modelos hibridos fenomenoldgico-neuronais foranppsbos para descrever o perfil
de cinco pseudocomponentes definidos com base ewmsfae massas molares para as
hidrolises com Alcalase® e quimotripsina imobiliaadem matriz de glioxil-agarose. O
mesmo enfoque se deu para o acompanhamento dissdeeaminoacidos liberados durante a
reacdo de pré-hidrolisados de quimotripsina com-gR¥xil-agarose.

Na modelagem fenomenoldgico-neuronal, os pesosedies neuronais artificiais do
tipo multilayer perceptrongoram estimados para mapear, em cada estado o, reavetor
de concentracdes dos pseudocomponentes ou dosaado® em seu respectivo vetor de
velocidades de reacdo. As velocidades inferidaaspeldes MLPs eram entdo utilizadas no
balangco material do reator, dai a abordagem hibAd&cnica foi validada em reatores
operados de modo intermitente e continuo e se mwsapaz de descrever com precisdo 0s
perfis dos componentes reacionais presentes rsagrotolises.

As redes MLPs foram treinadas com dados proversemke ensaios onde a
temperatura e o pH da reacdo foram mantidos cdestaessa forma, reduziu-se a
complexidade do modelo: ao invés de considerar e pHemperatura da reacdo como dados
de entrada para uma rede MLP maior, para estatirsiediarios dessa variaveis em ensaios
de validacéo, procedeu-se a interpolacao lineawvdimses inferidos por cada rede de menor
complexidade. Interpolacbes exponenciais fornecermultados semelhantes. Como o0 soro
de queijo esta sujeito a variagdes em sua commod®ddo a efeitos climéaticos e sazonais, a
modelagem hibrida se mostra pertinente quandojosteados pesos constituintes das redes
MLPs for necessario devido a alteracdes nas caistatas do substrato (procedimento que
pode ser realizado em tempo real para redes Mld@melexidade reduzida).

Alternativamente, a descricdo detalhada dos prsdidacionais pode ser alcancada
empregando coeficientes de rendimento. Utilizandbidrolise com CPA-glioxil-agarose
como estudo de caso, tal proposta foi também cad@agpresentar com precisdo a dinamica

de liberagcdo dos amino&cidos no reator enzimatico.
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3 — Engenharia de Bioprocessos e Sistemas aplicadBiorefinaria

de Soro de Queijo

O continuo avan¢o no desenvolvimento de tecnologitadas para a Internet vem
tornando factivel ao longo dos ultimos anos o poojke complexos sistemas distribuidos de
controle e monitoramento remoto. Tais sistemas atarna Internet uma ferramenta
financeiramente atrativa e necessaria no auxikoséiemas de controle e gerenciamento da
producdo. Merece também citagdo o potencial empitadoternet na automacao domeéstica e
no desenvolvimento de laboratérios virtuais pamnsino a distancia (Al-Ali e Al-Rousan,
2004; Aktaret al, 1996).

Kim e Heller, 2006, revisaram tecnologias e dadoslmente relacionados com o
controle de processos: computadores, redes, eqgeifpasmpara armazenamento de histérico
de dados, diferentes plataformas, Internet e treséim por radio freqiéncia. Segundo o0s
autores, toda essa infra-estrutura pode gerar wawatigade massiva e bidirecional de dados,
de e para os equipamentos, 0 que ira resultar em dimamica mais complexa e,
consequentemente, em grandes oportunidades deiggeg@ma a comunidade de controle e
monitoramento de processos quimicos. Nesse contsMtge uma crescente demanda por
ferramentas computacionais estaveis, seguras 8 aplidar com diferentes plataformas e
grandes volumes de dados via Internet.

Um sistema remoto de monitoramento € almejado ragrde com grande interesse
pela ampla maioria das industrias de processo (¥araj, 2007; Singh e Seto, 2002). A
arquitetura remota pode permitir as companhias goitlades de producdo geograficamente
distribuidas, acessar, analisar e atuar com bas@ftamacdes oriundas de suas aplicacdes
de controle monitoradas. O conceito aqui € conlpartiuma equipe de especialistas com
vérias unidades de producdo em tempo real, reduzswbremaneira as despesas com
deslocamento de pessoal qualificado, e facilitamdgerenciamento, manutencdo e a
identificacdo de falhas nas unidades industriais.

Dentre as vantagens do uso da Internet nos sistdenamntrole, portanto, destacam-se
a possibilidade de compartilhar diversos aparatescdstos expressivos necessarios a
tecnologia de monitoramento e a reducdo de despEsastransportes, equipamentos e
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pessoal. A pesquisa e o desenvolvimento contingoldedes para a Internet sdo também um
forte atrativo para as indastrias, permitindo apemcdes 0 acesso ao estado da arte do setor.

Segundo Churmset al, 1999, trés fatores sado cruciais no desenvolvinetd
sistemas/aplicacdes de monitoramento e controlmiganet:

- O hardware necessario a0 Uusuario para 0 acesso remoto aemaistle
monitoramento e controle da planta de producdo deveeompensatério do ponto de vista
financeiro;

- O softwaredeve, preferencialmente, ser gratuito e de f@eitso;

- A transferéncia de dados deve ser segura, cengst em alta velocidade.

A capacidade em sincronizar dados e interagir coershs plataformas ja existentes
sdo também caracteristicas fundamentais para iaa@@sveh Na maioria dos casos, essas
aplicacdes séo inseridas em uma compéngenharia de sistemgsreviamente estabelecida
gue pode variar de computadores dedicados a SwtBigitais de Controle Distribuidos,
SDCDs (Shiet al, 2007; Yanget al, 2003). A Figura 3.1 ilustra a hierarquia de ustesna

de controle de processo e suas possiveis interagdea Internet:

Internet

Gerenciamento e
Banco de Dados Otimizag&o da Planta
Global

Monitoramento e
Otimizagéo da Unidade

Banco de Dados do
Processo

|

Controle Dinamico F

Procedimentos de
Seguranca e Validagdo
dos dados

Processo ‘

Figura 3.1: Sistema hierarquico de controle de processos®atades de interacdo via

Internet.

O termo aplicativoweb (do inglés,Internet applicationou Web application aqui
também denominado como ambiente integrado), fdhadoa quando se introduziu o conceito

de contetdo dinamico, isto é, conteudo que podedesido de uma base de dados e ser
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rotineiramente alterado e atualizado antes de axibAssim, um aplicativeveb é um sitio
cujos conteudos sao gerados dinamicamente antrel® enviados ao cliente que o solicita
(Kurniawan, 2002). A utilizacdo de um navega#l@b como interface para operacdo dos
sistemas de controle garante a disponibilidadeimfasmacfes com todos os recursos de
visualizacdo e analise a partir de qualquer poatplanta ou via um computador conectado a
Internet.

As tecnologias disponiveis para desenvolvimentaimeaplicativoweb devem ser
analisadas sob dois paradigmas distintos: cliersierddor. No “lado” cliente, utiliza-se um
navegador (do ingl@srowse), onde a aplicacdo desenvolvida é visualizadaextaalmente,
executada. No “lado” servidor, o qual disponibilez@plicacdo e organiza forma e contetdo
das informacdes, essencialmente duas tecnologigputdm o mercadoJava (Sun
Microsystems, Inc.) eNET (Microsoft Corporation)ficando a opc¢do entre uma ou outra
tecnologia a critério das necessidades da aplicaghem pauta e da familiaridade da equipe
de desenvolvimento com determinada linguagem de gramwacao
(http://www.setfocus.com/WhitePapers/WhereWeGoifig.pd

Neste trabalho, optou-se por Java como tecnologihdo para desenvolvimento e
implementacdo do aplicatiwweh Varios autores apontam Java como a linguagenatde f
mais adequada para o desenvolvimento de solu¢c@asaphnternet, por exemplo: Deitel e
Deitel, 2007; Chang e Harkey, 1998. Dentre as tanaticas dessa linguagem destacam-se:
orientada a objetos, distribuida, segura, portawgerpretada,multithreading (execucéo
simultanea de multiplas linhas de cddigo), aléngsuita, indo ao encontro das diretrizes
brasileiras para o desenvolvimento stgtwarelivre, que priorizam a plataformaeb no
desenvolvimento de sistemas e interfaces com o] riasua
(http://www.softwarelivre.gov.br/documentos-oficiBisetrizesPlanejamenijo

Na secad.1 deste capitulo € feita uma revisao bibliografieat@mas envolvidos no
desenvolvimento do ambiente integrado. A arquiefuroposta para a aplicacdo é detalhada
na secad.2 Nas se¢be8.3 e 3.4, respectivamente, sao apresentados 0s resultadss e

conclusdes deles decorrentes.
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3.1 — REVISAO DA LITERATURA

Os dois primeiros itens da presente secdo, indibgla“Sintese e Simulacdo de
Bioprocessos” 3.1.1) e “Analise Econdmica de Processo871(2, versam sobre conceitos
utilizados durante a simulacéo e andlise de vidilke econdmica da biorefinaria do soro de
gueijo. Alguns aspectos da linguagem Java, baséedenvolvimento para o ambiente

integrado, séo apresentados no M3

3.1.1 — SINTESE E SIMULACAO DE BIOPROCESSOS

Expbem-se neste item topicos relevantes concaesieads conceitos envolvidos no
tratamento dos problemas de sintese e simulacgwodessos. Tal revisdo ndo se propde
exaustiva e cobre apenas aspectos que se mosiardnmentes durante o desenvolvimento

do aplicativo para simular o processo global dedtige enzimética do soro de queijo.

3.1.1.1 — Sintese de Bioprocessos

Os avancos na compreensdo dos principios envolun@s processos quimicos
combinados com a hoje vasta disponibilidade deafieentas computacionais e sofisticadas
técnicas de otimizacdo, tém influenciado drasticaeeo projeto de novas unidades
industriais e as alterac6es de operacdo em plgnedstentes (Westerberg, 2004; Soares e
Secchi, 2003).

O projeto de um processo, aqui entendido comaaloalino conceitual realizad®
priori para a constru¢cdo de uma planta quimica, podeiadido em trés estagios (Peters e
Timmerhaus, 1991):

- Projeto Preliminar, onde modelos matematicos Kiicgedos e métodos aproximados séo
usados para dimensionar e estimar custos de opsragitarias, com erros que podem
chegar a 30%;

- Projeto Detalhado, realizado quando a avaliagdopibjeto preliminar indica um
processo economicamente atrativo. As especificagéssequipamentos ainda n&o sao
exatas e erros na estimativa do custo variam &06tee15%;

- Projeto Definitivo, baseado em especificacbesaldatias dos equipamentos e
estimativas de custos precisas, ja incluindo infaes para o inicio da construcao da
planta.
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Silva, 2000, realizou um estudo preliminar do peso de refino do soro de queijo
aqui em pauta. Os resultados obtidos indicaramahilidade econdmica do processo assim
como a necessidade de aprofundar a compreensdaddeoperacdo unitaria presente na
planta, com especial atencdo as etapas reaciddeste doutorado realizou-se o projeto
preliminar da planta de refino incorporando par&oseé condi¢cdes operacionais obtidas em
pesquisas anteriores do grupo (por exemplo, as igiesl de operacdo das reacdes
enzimaticas envolvidas). Balangos materiais e éegene ferramentas para dimensionamento
de equipamentos sao incorporados em ambiente aghigdwsuario, permitindo a estimacéo

de investimentos de capital e de custos de producao

3.1.1.2 — Simulacéo de iBprocesso

Matematicamente uma planta quimica pode ser defimiodmo um conjunto de
equagdes ndo-lineares que descreve (Bieglak, 1997):
- A conexdo entre as operacdes unitarias do procgssvés de suas correntes de fluxo de
matéria,
- As equacOes especificas ou fundamentais para gpeeacdo unitaria, geralmente
balancos de massa e energia, como também relagdesdinamicas;

- As equacdes constitutivas e seus respectivosneairds, tais como constantes cinéticas.

Quando agrupadas, essas equacdes podem gerar blenm@aale alta complexidade,
com um grande numero de equacbes ndo-lineares.aPaimraulacdo de problemas assim
caracterizados, reconhecem-se na literatura duasladgens distintas, a saber: sequencial-
modular e orientada por equacdes (Soares e S@OEh; Biegleret al, 1997).

Na abordagem sequencial-modular o0 modelo matemédticprocesso € subdividido
em modulos computacionais, que correspondem, e, gerunidades fisicas da planta:
reatores, trocadores de calor, evaporadores, stmdulos sédo calculados seqiencialmente,
seguindo o sentido do fluxo de matéria. O maiootveniente da abordagem modular surge
quando um numero elevado de reciclos faz parte rdoepso, inviabilizando o célculo
sequencial direto e tornando a convergéncia leAtanaioria dos simuladores utilizados
industrialmente se baseia nessa abordagem. Emegnaedida isto se deve a sua estruturagdo
fidedigna a configuracéo fisica do processo, facitio sobremaneira a identificacédo de falhas
e de erros nos célculos.

No modo orientado por equacdes, todo o sistema cemamlo €é resolvido

simultaneamente. Assim, desaparece a maior diideldnerente a abordagem sequencial-
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modular: a lentiddo na convergéncia em processwsreoiclos, que exigem “interrupgoes”
na corrente retroalimentada. Em contrapartidagvaglo nimero de equagfes ndo-lineares e
possiveis equacOes diferenciais, tratadas trivialenena abordagem modular — sendo
resolvidas dentro de cada médulo — surgem comaelgdes no modo orientado por equacdes
(Giordano, 1991).

A escolha de uma das abordagens depende da codgulexie caracteristica do
processo. No caso do refino do soro, aqui enfocadmo um problema de projeto, optou-se
pela abordagem sequencial-modular devido ao numeztozido de reciclos ao longo do
processo, facilitando a convergéncia e a inseredodtos moédulos (ou operagdes unitarias)
no diagrama da planta.

3.1.2 — ANALISE ECONOMICA DE PROCESSOS

Historicamente, motivadas por retornos em curt@qraorporacoes tém preferido
como destino de seus rendimentos o mercado firanaenvestimentos no desenvolvimento
de novos processos e em melhorias nos ja existdibdetanto, e em especial no setor
bioquimico, com o aumento da competitividade praodevpor paises emergentes e a
disponibilidade de novas tecnologias mais eficeuli® ponto de vista energético e produtivo,
metodologias e ferramentas computacionais paraofetprde processos, N0S seus niveis
conceituais e béasico, e para melhorias operaciomaifa-a-dia da produgcédo estdo novamente
em foco (Faricet al, 2007; Gani e Grossmann, 2007).

Para a avaliacdo econdmica de projetos de plagtasicas, S4o0 necessarias
estimativas de gastos com investimentos de cafital e com a operacdo da unidade.
Somente a partir de tais estimativas é possivelamaise econdmica preliminar do processo
em analise. Toda esta secdo foi majoritariamergedata em dois livros-texto: Turteh al,
1998 e Peters e Timmerhaus, 1991.

3.1.2.1 — Estimativa do Investimento de Capital

O capital para instalacbes e facilidades da pléntthamado de Investimento em
Capital Fixo (ICF) ou custo fixo, em geral ainda&idido em custo fixo direto e indireto. O
montante necessério para a operacao da plantar@dbale Custo Operacional Total (COT)

ou capital variavel.
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Apesar do grande numero de técnicas elaboradasapestimativa do custo fixo, uma
das formas mais utilizadas e empregada neste hmlgdra estimativa deCF é aquela

baseada nos fatores “Lan¢fi.ang, cOMo descrito na Equagéo 3.1:

Neqg
ICF =F,D.C, 13.
i=1
Sendo:ngg — 0 numero total de equipamentos considerados paabacido econdmica da
planta; C_,— 0 custo do equipamento i (entregue no sitio deyrao). Valores tipicos para

FLang S80 listados na Tabela 2.7 de Turtehal, 1998; e na Tabela 17 de Peters e

Timmerhaus, 1991.

Para estimar o custo de um equipamentoCA, emprega-se a relagcdo conhecida
como lei de poténcia: se o custo de um equipamBntg?, a uma dada capacidade, €
conhecido,C/, pode ser calculado. Para se corrigir variacdesudeo do equipamento B ao

longo do tempo utilizaram-se neste trabalho oscésdChemical Engineering Plant Cost
Index(CEPCI) listados periodicamente na reviSteemical EngineeringCom a Equagéo 3.2
€ possivel estimar o custo de um equipamento farnidio a lei de poténcia com correcdes

para efeito de variacbes do custo ao longo do tempo

) iy o (d)
CA = 12502 (€ [ — (3.2)
[ dceq

Sendoiy, el — 0S indices, respectivamente, no tempo presemeampo original de calculo
do custo do equipamento B:- € o expoente de custo, inerente a cada tipoulpagento. O
fator 1,25 refere-se ao fato de que o custo dopaguento entregue no local de producéo é
cerca de 25% maior que o preco de compra do md3earoy(e Green, 1997).

O Custo Operacional Tot&OT pode também ser calculado com base em fatores

multiplicadores como, por exemplo, os descritoEgaacao 3.3:

Ngq

COT= 1,23@ CQO +0189UCF + 2/3[CMO (3.3)
i=1
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Sendo:CO — o custo operacional de cada equipamento (magadereletricidade, vapor,
etc.); CMO — o valor despendido com méo-de-obra. Equacd@sgastimativa dEMO sé&o

descritas em Turtoet al, 1998, secdo 3.2 do livro-texto.

3.1.2.2 — Anédlise de Investimentos

A efetiva construcdo de uma planta quimica s6 #figaxla, em termos financeiros,
quando o projeto se mostrar mais atrativo que suimamas de investimento como, por
exemplo, aplicacbes no mercado financeiro. Paim&sh economia de um processo, varios
métodos sdo disponiveis: método do Valor Preseijeido, VPL; da Taxa Interna de
Retorno, TIR; do Periodo de Retorno de InvestimeRBP Payback Perioj] entre outros.

Os trés métodos supraditos sao descritos na sagliénc

Método do Periodo de Retorno de Investimento (PBP)
Nao considera o efeito do tempo sobre o dinheiemds calculado conforme a
Equacao 3.4:

pep=1CF (3.4)
FC

Sendo:ICF — o investimento em capital fixo inicial (#C — o fluxo de caixa, isto é, a

diferenca entre receitas e despesas ($.téjnpo

Método do Valor Presente Liquido (VPL) e da Taxaéma de Retorno (TIR)

S&o as medidas de rentabilidade mais utilizadeant® em conta o valor do dinheiro
no tempo e fluxo de caixa variavel eranos de projeto.

O VPL é a féormula matematico-financeira de se datear o valor presente de
pagamentos futuros descontados a uma taxa de ppoIpriada, menos o0 custo do
investimento inicial. Basicamente, é o calculo dargo os futuros pagamentos somados a um

custo inicial estariam valendo atualmente. O VRIefinido como:

1-(@L+i)™
i

VPL= [FC-ICF (3.5)
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O VPL difere do método da TIR porque nesse Ultan@xa de atratividadenado é
especificada a priori, mas calculada para o casquen® VPL se iguale a zero; neste caso,
denominada taxa interna de retorng TIR).

Investimentos atrativos apresentam VPL maior que eeTIR maior que qualquer
outra taxa de atratividade disponivel no mercadgralmente, as taxas de juros oferecidas
para aplicagdo no mercado financeiro. No caso detps mutuamente exclusivos, deve-se

escolher aquele com o VPL positivo mais elevado.

3.1.3 - TECNOLOGIA JAVA: APRESENTACAO

Atualmente, a tecnologia Java é disponibilizadaa pg@un Microsystems, Inc. na
Plataforma Java 2, a qual relne entre outras eligdava 2 Enterprise EditiofJ2EE), a
Java 2 Standard EditiofJ2SE), e alava 2 Micro Edition(J2ME). Cada uma das edi¢ces
supracitadas € projetada para um tipo especificalisigositivo; J2EE € voltada para o
desenvolvimento de aplicacdes que serdo execusadaservidores; J2SE é uma ferramenta
para a criagdo de sistemas a serem implementadakesktopsa J2ME foi criada para o
desenvolvimento de aplicagcdes para execucao enodilisps comoPalmtopse telefones
celulares. A possibilidade de escalonamento da®eslié um fator importante, por exemplo,
uma aplicacdo desenvolvida em J2SE pode ser fatémmeodificada para ser executada em
J2EE {ittp://www.sun.com/jaya

Os programas em Java consistem em estruturas chamadsses. Estas sao
constituidas por partes chamadas métodos, quess@&smonsaveis pela realizacéo das tarefas
atribuidas a classe. As inumeras classes pré-dafinda linguagem séo agrupadas em
categorias de classes ou interface de programagicapticativos Java Application
Programming Interface Java API). Os pacotes Java API estédo divididos eootps do
nacleo e pacotes de extensdes e seus nomes igiciadpectivamente, p@va. oujavax.

Todas as edicdes tém suas aplicacfes interprepaulasma maquina virtualJéva
Virtual Machine JVM). O conceito de maquina virtual é o principabponsavel pela
portabilidade dos aplicativos. Para que uma acagava possa ser executada em uma
méaquina real qualquer, esta maquina real deve passia JVM. E a maquina virtual que
permite que o0 programa seja executado independentemda arquitetura ou das
caracteristicas reais da maquina, como ilustradbigiara 3.2. As aplicacdes Java fornecem
arquivos com extensaactass (bytecodep para a JVM. Essa, por sua vez, interpreta-os e
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gera 0s arquivos executaveis que podem ser exesupad diversos sistemas operacionais e

[ E
Bytecodes Aplicagbes Java
.class g
VM
. LexXe
/
Mac Windows Solaris 05/2 Unix

Figura 3.2 llustracéo da interpretacéo dmgecodepela Maquina Virtual Java.

pelohardware

3.1.3.1 - J2SE: Applet, IDBC e APIs de Redes

Applets sdo ferramentas poderosas para se obter aplisatreb com interfaces
graficas com o usuaridGfaphical User InterfacesGUIS) mais amigaveis (Huargt al,
2004). Umapplet € um programa escrito em Java que requer outricatpb para ser
executado, geralmente um navegadah e pode ser incluido em uma péagina HTML
(HyperText Markup LanguageDentre as vantagens da utilizacdoagpletsse destacam,
além de uma interface amigavel, sua portabilidaskgeranca (Chang e Harkey, 1998).

Dentre outras APIs aqui utilizadas destacam-se:QJ[QRBva Database Connectivjty
pacotejava.sq) que se destina ao acesso e a manipulacdo de bardados; gava.netque
permite transmissao de dados via rede empregandqg,o protocolo TCP/IPT¢ansmission

Control Protocol/Internet Protocl

3.1.3.2 — Servlets, JavaServer Page (JSP) e JavaBea

As tecnologiaslava Servlete JavaServer Page@dSP) estao inclusas na edicdo J2EE
e se destinam as aplicacbes de servidores em uirafageada no relacionamento cliente-
servidor. O cliente solicita que alguma acéo segizada e o servidor a realiza e responde
para o cliente.

Esse modelo de comunicacao solicitagao-respostiugdamento para a implantacao
dosservlets pequenos programas que estendem a funcionaltiaden servidor. Os pacotes
de extensagavax.servlete javax.servlet.httdornecem as classes e interfaces que definem o
servlet Osservletssdo eficientes no projeto de solugdes para Inteune ajudam a fornecer
acesso seguro a um sitio del interagir com banco de dados em favor de um telien
especifico, criar dinamicamente documentos persaugs de HTML e manter informacdes
para sessfes exclusivas de cada cliente (DeitekitelD2007). Umservlet também é
executado pela JVM por meio de um servico chamadbauina Servlef que pode ser
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nativo do servidowebou adicionado a esse como um moédulo anexo. Esgesearrega o
servletna memoria do computador na primeira vez em quegjédisitado ou, opcionalmente,
quando aMaquina Servleté inicializada. Oservletfica residente para tratar as multiplas
requisicées até que o servico seja finalizado.

A tecnologia JSP foi criada para contornar algumdess limitagbes no
desenvolvimento corservlets se em unservleta formatacdo da pagina HTML resultante do
processamento de uma requisicdo se mistura cormgielda aplicacdo em si, dificultando
alteracbes em sua formatacdo; em uma pagina J8Rnatdcido se encontra separada da
programacao, podendo ser modificada sem afetastante da aplicacdo. Assim, uma JSP
consiste de uma pagina HTML com alguns elementpscéss, que conferem o carater
dindmico da péagina. Esses elementos podem tanipaream processamento por si, COmo
podem recuperar o resultado do processamento adalizm umserviet por exemplo, e
apresentar o contetdo dinamico junto a pagina JSP.

Existe também um recurso adicional bastante irdarde na utilizacdo de paginas
JSP: a compilacdo automatica, que permite queaafies feitas no cédigo da pagina sejam
automaticamente visiveis em sua apresentacdo. Agsdm exemplo, ndo é necessario
interromper o funcionamento da aplicagcdo para pwar uma modificacdo de layout da
pagina (Templet al, 2004).

A tecnologia JSP ¢é baseada na APl JSP, que consistedois pacotes:
javax.servlet.jspe javax.servlet.jsp.tagexQuanto ao funcionamento, inicialmente o cliente
faz uma requisicdo de uma pagina JSP através deawegador, essa pagina entdo sera
processada pelo servidor transformando-a ensemviet que por sua vez disponibiliza uma
pagina HTML que é exibida no navegador do cliedtepartir da segunda requisicdo da
mesma pagina JSP, ndo necessariamente do mesnte,die/erificado apenas se ocorreram
ou ndo mudancas no codigo, se nao ocorreranbytecodessdo chamados para gerar
novamente a pagina HTML.

E importante salientar que a tecnologia JSP né@lestina a substituir Java Servlets
Na verdade, JSP € uma extensao skysletse é pratica comum o emprego de ambas no
mesmo aplicativeveb (Kurniawan, 2002).

Um JavaBeané, resumidamente, uma classe Java publica comurseja, pode-se
criar umBeanda mesma maneira que se escreve qualquer ouss® clava, respeitadas suas
condicOes e limitacbes de uso. Empregada@oaBeanscomo componentes JSP € possivel

separar a funcionalidade ou programacéo logicandeaplicativo (parte dindmica) de sua
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programacao visual (parte estatica), programacdstintds e comumente atribuidas a
diferentes profissionais: o programador da lingunageo designer grafico respectivamente.
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3.2 — PADRAO DE ARQUITETURA DO AMBIENTE INTEGRADO
E SOFTWARESUTILIZADOS

Os padroes de arquitetura d®ftware incentivam o baixo acoplamento entre
subsistemas, especificando-os e determinando afdeninteracéo entre os mesmos (Deitel e
Deitel, 2007). Para o ambiente integrado aqui dedeido, adotou-se o padrdo de arquitetura
MVC (Model-View-Controlle), que separa os dados da aplicacdo (contidonatelg, dos
componentes gréficos de apresentaca@xi@caqg e da logica de processamento de entrada (0
controlado possibilitando maior desempenho e abrangéncia.

A arquitetura MVC (ou arquitetura em trés camadasyiu apds o advento do modelo
cliente-servidor e também dos servidoresh Com a arquitetura dividida, cada camada pode
ser desenvolvida de forma independente, ou sgjia, camada (Banco de Dados ou Camada
de Informacdes; Regras de Negdcio e Interface cassuzrio ou Camada Cliente) pode ser
substituida ou ampliada sem que as outras sofraemagbes e permitindo o maximo
desempenho de cada especialista. A Figura 3.3eaqteea estrutura basica de uma aplicacdo
de trés camadas.

Dominio do Cliente
- ~

\ Interface \
\_ /

/ N

| Bancode | Servidor
\ Dados web

AN /

|

) .
| Regrasde | I
Negécio | |
o P
|

|

Dominio da Aplicacdao

Figura 3.3: Modelo de arquitetura em trés camadas (padrao MVC).

Ainda com relacado a Figura 3.3, o Servidab possui a tarefa de interconexao entre
as trés camadas da arquitetura. E também tareSziidor atender requisicdes provenientes
do protocolo HTTP e envia-las para a Camada den#gdes e para as Regras de Negdcio.
O servidor gratuitApache Tomcat 5.5.1f@i utilizado como padrao para o desenvolvimento
do ambiente integrado. Como referéncia oficial pan@lantacdo das tecnologiakava
Servletse JavaServer Page servidorTomcaté distribuido sobre a licenca Apache no

projeto Jakartahttp://tomcat.apache.oig
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A camada de Banco de Dados € responséavel pela engéote integridade dos dados
e informagbes da aplicacdo. O banco de dados djmado foi o MySQL®, um popular
sistemaopen sourcede gerenciamento de banco de dados relacionalndsselo e
distribuido pela MySQL AB.

A Camada Cliente interliga usuério e aplicacdoaNelsudrio interage com o banco
de dados e com as regras de negocio e pode sdruédasom qualquer linguagem para a
webque possua mecanismos de conexdo com o Servidorb@m de conexdo com banco de
dados. As tecnologiadava Servlete JavaServer Page€Sun Microsystems, Inc.), foram
utilizadas na concepcao do ambiente integrado.

As Regras de Negdcio (modelos) sdo classes quiamalas entradas do usuario por
meio da interface e devem também se conectar am lmEndados em busca de informacdes
relevantes para validacdo das informacfes/reqesigindas do usuario. Como referéncia
oficial para o servidofomcat a linguagem Java foi utilizada para constru¢ca@atiesses que
estabelecem as regras de negdcio.

Complementam a solugdo computacional do ambietegrado osoftwareMatlal]

6.5 (MathWorks, Inc.), responsavel pela execuc¢&oadigoritmos com calculos matematicos e
o softwarelLabview ], juntamente com a placa de aquisicdo de sinais6B&2E (National

Instruments, Inc.), para controle e monitorameo® re¢éatores enzimaticos.
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3.3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 - MODELAGEM E SIMULACAO DA BIOREFINARIA D O SORO DE
QUEIJO

O fluxograma basico proposto para o processo d@oredo soro de queijo é
apresentado na Figura 3.4. No fluxograma, apenegreentes principais sao apresentadas, ou
seja, as correntes materiais dos produtos de @sireAs correntes secundarias, isto €,
subprodutos, vapor, etc., assim como as condigdeperacao de cada etapa sao explicitadas
na modelagem de cada operacdo unitaria detalhadenexo A. Equipamentos auxiliares
como bombas, compressores, etc., ndo foram coadmenos célculos do projeto.

TK-101 TK-102
MF-101

UF-101

RO-101  Agua

10 p

6

—
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27

Figura 3.4: Fluxograma basico de processo para o refino dodeoueijo.

No diagrama, o soro de queijo é esterilizado acator de caloE-101e armazenado
em um tanque isoladd’K-101). Apds a micro e a ultrafiltracdo, respectivamentdadades
MF-101 e UF-101, tem-se um concentrado protéico do soro de quéjmntendo
aproximadamente 60pgweinal ™). Os tanquesTK-101 e TK-102 além de utilizados para
armazenamento, atuam também como tanques “pulmd@®’ggrantem a continuidade do
processo durante a interrupcdo dos sistemas de raiartrafiltracdo para a limpeza das
membranas. O permeado da ultrafiltragcdo segue yraesaunidade de osmose reverB&({
101, originando uma corrente dactose concentrada e uma de “agua de processo”. Ja o

concentrado pode seguir trés rotas distintas dela@mm o produto de interesse.
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Para a producédo do concentrado prot€iB&, o retentado da unidade de ultrafiltracéo
€ pré-concentrado por intermédio de evaporadomaogera vacuoHV-10) e finalmente tem
95% de sua umidade retirada em um secador por zQ&u $D-10).

Se o soro concentrado for submetido a hidrolisgngdtica com Alcalage no reator
enzimaticoR-101, obtém-se, apos as etapas de pré-concentrac@ages®V-102e SD-102
o hidrolisado protéico do sokPS.

Na producdo do suplemento protéico com baixo decaminocido PheB{TPhe), o
concentrado € submetido a duas hidrélises seqignc@am a protease quimotripsina no
reatorR-102e com a exopeptidase CPA no red®ei03 Apods separacdo dos aminoacidos
liberados durante a reagcdo com CPA por diafiltrg¢fe102), o produto de interesse passa
também pelas etapas de secagem no evapdeadb®3e no secador por atomizacdb-103

Como as etapas reaciond®s 101 R-102e R-103 sao operadas de forma intermitente,
os tanquesTK-103 TK-104 TK-105 e TK-106 sao utilizados como tanques pulméo que
garantem a operacgao continua das demais unidagsnda. Assim como os tanques-101
e TK-102 o tanqueTK-106 auxilia em possiveis interrup¢cbes da linha pamgpdiza da
membrana da unidadé~-102

O projeto de planta apresentado na Figura 3.4@utiilo nos paragrafos anteriores &
claramente um projeto preliminar. Como unidadespi¥acao continuas e intermitentes estao
presentes ao longo da planta, técnicas de otimozagato-inteira assim como técnicas de
debottleneckingdo perfeitamente cabiveis e necessarias antelglaracdo de um projeto
final (Turtonet al, 1998). Ainda, tratando-se de uma planta multips@p com possibilidade
da utilizacdo de equipamentos em comum e operagdevodo intermitente, politicas de
transferéncia e possiveis campanhas de producdasnénbém precisam ser investigadas
nas unidades de operacao intermitentes (Bieglak, 1997).

Entretanto, para previsGes preliminares de custe eetorno de capital, metas deste
trabalho, a proposta ilustrada na Figura 3.4 éciemfie. De fato, o aprofundamento dos
estudos mencionados s6 seria justificAvel em urieagfo especifica e ndo em aplicacdes de
ambito genérico como as que se propuseram nesterddo.

No Anexo A sao disponibilizados os balancos maitere de energia das operacoes
unitarias utilizadas ao longo da planta (estadacestario). Tratando-se de um problema de
projeto, deve-se ter em mente que a variavel deesse € sempre a dimensao caracteristica
do equipamento (area, volume, diametro, etc.),dgterminara o custo do mesmo e permitira,

consequentemente, a analise econémica da plantasTas propriedades fisicas, condicbes
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operacionais e pre¢cos mencionados no decorrerqi@gi@namentos sdo também listados no
supracitado anexo.

Os custos fixos e operacionais dos equipamentaamfoestimados consultando
catalogos, empresas, livros-texto da area, o sdoulde bioprocessos SuperPro Desigher
v3.07 (Intelligen, Inc.), e seus valores foram ktados com auxilio do indic€hemical
Engineering Plant Cost IndeXCEPCI, publicados mensalmente no periodi¢ioemical
Engineering. E importante destacar que as estimativas de desas nessa base podem ser
facilmente recalculadas com valores correntes pamercado. O foco foi construir um
ambiente computacional no qual o usuario possa &= atualizacdo de forma amigavel e,
mesmo com valores defasados no tempo, avaliar aadtopde diferentes condi¢cdes
operacionais na economia do processo. Os equaocsmasnaqui considerados devem ser
encarados, portanto, como uma prova de conceisedgsicativo e das rotinas de otimizagéo
empregadas em operacdes da planta multipropésito.

Ao invés de uma andlise econbmica em valores dlsplgue perderia significado
pratico no decorrer dos anos, em alguns casos -gptaesta secdo pela apresentacado dos
resultados em unidades arbitrarias (UA). Dessadpanfoca-se uma andlise de sensibilidade
econdmica do processo com relacdo aos seus plispgr@metros.

Na simulacéo da biorefinaria do soro de queijojagasituacdes operacionais devem
ser estudadas para cada equipamento presente gm danplanta no intuito de elevar o
rendimento econdmico global do processo. Nesta teseo fica claro no decorrer do texto,
deu-se destaque para as condicdes de operacd@sliosatores enzimaticos.

Na equacdo de projeto de um reator enzimatico dpeesn regime intermitente
(Equacéo 3.6), observa-se que o volume do reat@ paa determinada quantidade de
substratdVser, € funcéo apenas da concentracdo enzim@tigana ja que a densidade do gel
de agarose e as cargas enzimaticas sao considecassantes.

+V_ . = Vsoro (3 . 6)

gel C

1_ enzima

logelc arg a\=3nzima

Sendo:Cenzima— @ concentracao inicial de enzima no reatarga.nzima— @ Carga enzimatica

V=V

soro

no gel de agarosgye — a densidade do gel de agarose.

Por sua vez, a variav€nz;imadepende do tempo reacional necessario para sembte
grau de hidrélise especifico de cada protedliseTabela 3.1 lista as cargas enzimaticas
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consideradas para cada catalisador e os graus diélise de projeto em cada reator

enzimaético.

Tabela 3.1: Cargas fixadas para cada catalisador enzima-gigydtrose e grau de

hidrdlise de projeto (GH).

Reator Enzima Carga GH (%)
R-101 | Alcalasd] (?grtﬁf%g;). 23
R-102 | Quimotripsina | 0 (ggllu\‘/g%f,‘pgnoa(%'_l 15,3
A By

Portanto, nas condi¢Bes descritas na tabela acima,variavel a ser investigada é o
tempo reacional necessario para se atingir o geahidtélise operacional. Polinbmios que
relacionam o tempo de reacdo com a concentracdmditza sdo apresentados na figura
abaixo para a faixa de 3 a 22 horas de protedlisepolinbmios foram estimados com o0s
modelos cinéticos desenvolvidos no capitulo antepara as reacfes com CPA e

guimotripsina e com o apresentado por Sousa, 2208,a Alcalade.

600

enzima

Polinémio

500
C_,= A+Bl* +B2*  + B3*’

400+ 4 5 6
+ B4t + B5*r + B6*1,

A =675,52601

B1 =-338,38255
B2 =79,72175

B3 =-9,62948

B4 = 0,61468

B5 =-0,0197

B6 = 2,49502x10™

300

200

1004

Concentracéo de Alcalase (UBAEE.L‘I)

10 15
Tempo de Reacdo - 1, (h)
@
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12

enzima

Polindbmio

LY

10
— 2 3
C.,=A+Bl* +B2*1” + B3*1,

quimotripsina’

+B4* ' + B5*” + B6*T

A=14,1878

B1 = -4,26033
B2 =0,77001
B3 = -0,07989
B4 = 0,00463
B5 = -1,39062x10™
B6 = 1,67972x10°

Concentracéo de Quimotripsina (g

10 15 20 25
Tempo de Reagéo - 1, (h)

(b)

0 5

16000

enzima

14000 zima,
Polinbmio

12000 CEO =A+ Bl*TR + BZ*TR2 + B3*TR3

10000 +B4*' + BS*, + B6*T
A =16677,548
B1=-5530,39211
B2 =1073,74262
B3 =-117,14659
B4 = 7,04249
B5=-0,21718
B6 = 0,00268

8000
6000

4000

Concentraggo de CPA (U, .L")

2000

0 T T T T T T T T T T 1
10 15 20 25
Tempo de Reacdo - 1, ()

©

Figura 3.5. Polinbmios para inferéncia da concentracao enmmam funcédo do tempo de
reacao (3 a 22 horas). Reatores: (a) R-101 (Ale@lagioxil-agarose); (b) R-102
(quimotripsina-glioxil-agarose); (c) R-103 (CPA@il-agarose). A carga enzimatica e o

grau de hidrdlise para cada reator sdo descritdabela 3.1.

O custo operacional de cada reator € compostogasto com catalisador por batelada
e pelos gastos energéticos com agitacdo e aqudoiniara se atingir determinado grau de
hidrolise em um tempo relativamente curto, podesperar o reator com uma alta
concentracdo de enzima (a concentracao inicialldststo € fixada em 5Qr61einaL'l para os

trés reatores). Nesse caso, emprega-se uma quintitfa de gel e, em contrapartida, a vida
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atil do catalisador é elevada e os gastos com ienefp reduzidos. Na situacdo oposta,
quando o tempo de reacgdo € elevado para uma daders@o, a quantidade de gel requerida
€ baixa e, por outro lado, reduz-se a vida uticdtalisador e sdo majorados os gastos para
manter o reator acesso.

As trés figuras seguintes ilustram o problema. Casioeatores sdo processados em
modo intermitente, para melhor compreensdo osnsastesdo detalhados na figura por
batelada e por hora de producédo. Entretanto, amsnasstos por hora de producéo devem ser
tomados como parametros de decisdo, uma vez queredifmaria é processada em modo
continuo. Os resultados mostrados nas figuras parmnferir que enquanto o tempo minimo
de reacéo deve ser utilizado para os reatores R-F3103 (3 horas; Figura 3.6 e Figura 3.8),
para a reacdo com catalisador quimotripsina-ghagdrose, R-102, o tempo maximo de
reacao € mais indicado (22 horas; Figura 3.7). Hiras palavras: como o custo associado ao
catalisador empregado no reator R-102 é elevagdeeférivel manter o reator acesso por um
longo tempo a praticar bateladas menores, porém, wma quantidade de gel maior por
batelada. Por fim, com o quadro descrito nas fgyatzaixo também é possivel concluir que
qualquer projeto econdmico do processo fica bastssmsivel aos custos dos catalisadores,
uma vez que variacbes em seus precos e/ou em stesli@ades podem alterar as
configuracdes dos reatores de uma extremidade gpanatra das figuras com relacdo aos

tempos reacionais.

Bateladas por dia

PN®WDO O~
MRS

T T T T T T T
3 6 9 12 15 18 21
1,004
Custo (UA.batelada™)
Catalisador

0,754

] Energia
0.80 Total

0,254

0,00

1,00 Custo (UA.h")

Catalisador

Energia

0504 Total /

0,754

0,254

0,00

Tempo de Reacéo - 1, (h)

Figura 3.6: Custo operacional do reator R-101 (Alcalase®-gliagiarose) em funcao do
tempo de reacdo (UA = unidade arbitraria). Simwagdara uma vazao de soro de queijo de
5000 kg.H-
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71 Bateladas por dia
64
54
4]
34
24
14
T T T T T T T
3 6 9 12 15 18 21
1,00+ —_—
Custo (UA.batelada™) x
0751 Catalisador
0,50 Energia o -/
Total
0,254 __
_—
0,004 ; - - - ‘ ‘ —
3 6 9 12 15 18 21
Custo (UA.h™)
1,00 Catalisador
N / T~
Energia T
0.75 Total S / \
0,50 o~ Bt —
0,25 -
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ :
3 6 9 12 15 18 21

Tempo de Reag&o - 1, (h)

Figura 3.7: Custo operacional do reator R-102 (quimotripsindi®xg-agarose) em funcéo
do tempo de reacdo (UA = unidade arbitraria). Sagigs para uma vazao de soro de queijo
de 5000 kg.H.

71 Bateladas por dia
6
5]
4
34
24
14
T T T T T T T
3 6 9 12 15 18 21
1,004
Custo (UA.batelada™)
0.75 Catalisador
0,50 Energia
Total
0,254
O'OO L = T T T T T T
3 6 9 12 15 18 21
Custo (UA.h™)
1,004 Catalisador
Energia
075 Total
0,50+
0,254
O'OO L T T — T — T T T T
3 6 9 12 15 18 21

Tempo de Reacéo - 1, (h)

Figura 3.8: Custo operacional do reator R-103 (CPA-glioxil-aga) em funcao do tempo de
reacdo (na figura UA = unidade arbitraria). Simd&s;para uma vazao de soro de queijo de
5000 kg.H-
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Para a definicdo do esquema de produ¢do multipitop@éem do tempo de operacao
de cada reatorg;, ttm-se as variavepkps (percentagem da vazao masdica destinada a
producdo de CPS)mips (percentagem de vazao masdigg, destinada a producédo de HPS)
como ilustra a Figura 3.9:

RO-101  Agua
<1 8—»!10—»0
Soro
E-101 9
<) Lactose
=) 12
JER Ere A O Faadh
11
; ] E-102
15 pior TK104  EV-102 SD-102 @ HPS  EV-101 SD-101
26— UF-102
2 2t 30
N P 23 EEEE] - O —<» BTPhe
V-2 - 24 29 31
TK-103 — o5 T E-104
R-102 Tk-105 R-103 X TK-106  EV-103 SD-103

27

Figura 3.9 Esquema da planta multipropdsito com variapeis e pups €m destaque.

As variaveigcps € pups influenciam no célculo das vaz8es masskigass correntes 7,

14, 15 e 21 mostradas na Figura 3.9, como defirseegaacdes 3.7 a 3.10:

Fy = Fra CPees 37
R = Fra 1L~ Per) .
Fis = Fra (= Peps) CPres (3.9)
Fou = Fra L= Pop) L~ Prpo) (3.10)

As duas variaveis supracitadas auxiliam na forn@idae um problema de otimizacéo
do tipo nao-linear com restricdes. De acordo coEgaacdo 3.5, além da taxa minima de
atratividadei e do tempo de vida do projetpo VPL é também funcdo do investimento em

capital fixo inicialICF e do fluxo de caix&C. Ambas variavei$CF e FC sao funcao, dentre
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outras, dgdcps pups € do tempo de operacéo de cada regtoProcede-se entdo a busca do

minimo no problema nédo-linear exposto a sequir:

Min {a,
Pcps) Prps TR-101:7R-102:7R-103
@=-VPUI,Nn,ICF(..., Pcpss Prpss Tr-101 T ret102 Tr-103)s FC (s Pepss Prpss Treao1s T r-102s Tro10)]
(3.11)
Com as restricdes:
0< Pps <1 (3.12)
0< Pps <1 (3.13)
3h<r, <22hi=1..3 (3.14)
F
EREERPY (3.15)
LMCPS
F20
LF NPT (3.16)
LM,ps
F
o« (3.17)
LMgrene

Nas restricdes 3.15 a 3.17 a vazdo massica decoadamter;, em Kg.and, ndo pode
ultrapassar o limite de mercado de cada prodip sob pena de acumulo do mesmo.
Antecipadamente, € importante destacar que ascfestr3.15 a 3.17 necessitam de um
estudo mais aprofundado em casos especificos gist) as vezes, pode ser preferivel
acumular determinado produto em estoque a produtio de custo de produgcdo mais
elevado como o BTPhe, por exemplo. Além disso, emestudo detalhado de mercado, a
possibilidade de exportacdo dos produtos também slmvconsiderada.

A influéncia das variaveiscps € pups NO problema de otimizag&o € mostrada na Figura
3.10 para uma vazéo de sérp= 8000 kg.H e tempos de operacédo dos reatores fixogem

100 = 3 N, Tr-102= 22 h err-103= 3 h.
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-600

PHps

Figura 3.10: Influéncia das variavejxkpse prps N0 projeto da biorefinaria do soro de queijo

(UA

). Os tempos reacionaikzatilos foramir.101= 3 h,7r.102=22 h e

aria

unidade arbitra

de soro de queijo é de 8000

ao

IrR-103= 3h.Avaz

€ PupsSao

ao do problema definido nas equac@#sa3.17, utilizou-se o0 método da

Para resolug

atica sucessiva com restrig

7

dr
lineares do problema (algorifmocondo Matlakl 6.5, MathWorks, Inc.;

programacao qua

lineares e nao

. 2001). Os pontos de operacdo calculados com grgmacdo quadratica

Edgar et al

sucessiva foram comparados com aqueles determimelios métodos de busca direta SA,

PSO e ED. Nesse caso, mantidas as restricbes dacape3.12 a 3.14, a restricbes de

mercado 3.15 a 3.17 foram incorporadas ao probleanpenalizag

é,-VPL:
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Min {4,
Pcps; PHps TrR-101:7R-102:TR-103
@=[-VPL+(F3— LM ps) Precqps +(Fyo = LM ps) Precqps + (Fay = LM grpne) PreGQyrpnel
(3.18)
Com as condicoes:
Precaps= 0, SeF13<LMcps (3.183)
Pre(;mpsz 0, SeF;50 < LMuyps (318b)
Precasrprhe= 0, SeF31 < LMgtphe (3.18c¢)
Com as restricdes:
0< pypc=s1 (3.12)
0< pypy =1 (3.13)
3h< Z'Ris22h;i=1,...,3 (3.14)

A Figura 3.11 compara o desempenho de cada algodémtimizacdo. Para o calculo
do VPL de cada projeto (cada vazdo de soro defmerojeto da biorefinaria), a taxa de
atratividade utilizada foi de 10,08 % a.a. — rerghito médio pago pelos fundos de renda fixa
em 2007 (JornaD Estado de S&o Payldia 9 de janeiro de 2008).
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\
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—a—ED (Eg.3.18)
—6&— PSO (Eq. 3.18)
SA (Eg. 3.18)
SQP (Eg. 3.18)
—6— SQP (Eqg. 3.11)

T
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Vazdo de Soro de Queijo (F; kg.h'l)

Figura 3.11: Valor presente liquido do projeto em funcdo da saiisoro de queijo a

montante da biorefinaria. Comparac¢éo de desempamth® os métodos de otimizacao

Evolucéo Diferencial (ED), Enxame de ParticulasdP Simulated Annealin(SA) e
Programacao Quadratica Sucessiva (SQP).

A Programacdo Quadrética Sucessiva (algoritmimcon) independente da funcao-
objetivo (Equacdo 3.11 ou 3.18), mostrou desempguhuro robusto, com oscilacdes na
convergéncia e alta sensibilidade as estimativiagis das variaveis definidas nas equacdes
3.12 a 3.14. A Figura 3.12 ilustra 0 caso para uamio de soro de queijo de 7500 Kg.h
onde o ponto de operacgédo determinado pelos algmmitaD e PSO foipcps = 0,67;prps =
0,75; Tr-101 = 3 h; Tr102= 22 he 1r.103= 3 h. A mesma populacéo inicial gerada de forma
aleatoria para os algoritmos ED e PSO foi utilizadeno estimativas iniciais para a SQP
(com a funcéo-objetivo definida pela Equacéo 3i4t8,€, com as restricdes de mercado 3.15
a 3.17 sendo incorporadas ao problema via penabzda funcao-objetivo). A Figura 3.12
compara as trés variaveis onde os métodos divargasabepcps prps € Tr-103 Observe na
figura que dois conjuntos distintos de estimativasiais levam o algoritmo SQP para dois
estados sub-0timos, porém diferentes do ponto dwag@o “Otimo” determinado pela
Evolucdo Diferencial e pelo Enxame de ParticulaslePse notar na figura que o algoritmo

SQP convergiu sobre as restricdes do problemacomdseguindo identificar um ponto 6timo

no interior da regido factivel.
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Figura 3.12: Comparacao de desempenho entre os métodos estoe&dD/PSO e 0
algoritmo SQP. A figura destaca a sensibilidadenétodo local as estimativas iniciais.
(Resultados obtidos para uma vazao méassica deleats00 kg.H). Nas figuras o valor

presente liquido (VPL) € mostrado em milhdes daresl

Para o problema de otimizacdo definido de acordo as equacgbes 3.11 a 3.17, 0
desempenho limitado da abordagem SQP mostradoguasaF8.11 para vazdes de soro de
queijo acima de ~18000 kg-hambém pode ser justificado: para vazdes acimsedesor, as
restricbes 3.15 a 3.17 sempre serédo violadas,jaung® importa o quanto a SQP manipule as
variaveis do problema, elas nunca atenderdo agfest de mercado simultaneamente (vide,
por exemplo, o comportamento das restricdes deatlensara vazdes acima de ~18000 kg.h
na Figura 3.15). Por outro lado, para vazées abdixo~18000 kg:h a SQP também
apresentou resultados limitados para o problematideizacdo formulado com a funcéo-
objetivo 3.11.

Utilizando a mesma funcéo-objetivo para todos ododus (Equacédo 3.)18a
Evolucdo Diferencial e o Enxame de Particulas foasnabordagens que conduziram a
biorefinaria para os melhores resultados econéneoogstado estacionario. Os pordoshb
em destaque na Figura 3.11 evidenciam situacdes orfnxame de Particulas convergiu
para melhores resultados. Em contrapartida, nosopeore d da mesma figura, a Evolucéo
Diferencial foi superior. A técnic8imulated Annealing a SQP convergiram para resultados

sub-6timos na grande maioria dos casos. Nao obstale ressaltar que um estudo detalhado
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dos parametros de sintonia de qualquer dos méwstosasticos analisados provavelmente
melhoraria seu desempenho.

A robustez dos métodos estocasticos ED e PSO dicgpimovada quando, para cada
vazado massica de soro, utiliza-se o ponto “6time”operacdo por um deles determinado
como estimativa inicial para a SQP. A Figura 3.18stra que nenhum ganho adicional é
obtido no VPL do projeto com a utilizagédo do algon de busca baseado no gradiente apos a
otimizacao estocastica.

60
50
404
30

204

VPL (milhdes de US$)

10

estimativa inicial "global" + SQP (Eg. 3.18)

0 10'2I0'3I0'4IO'5IO'6IO
VPL "Global" (milhdes de US$)

Figura 3.13: Comparacéo do VPL “6timo” de projeto antes e apdslizacdo da
programacao quadratica sucessiva. Utiliza-se catimativa inicial para a SQP o ponto

“6timo” de operacao determinado pelos algoritmogHSD.

A Figura 3.14 detalha os valores determinados ada enétodo para as variavpiss
Pups € para 0S tempos operacionais dos reatggeQuanto aos tempos de operagao, 0s
maiores VPLs na Figura 3.11 sdo obtidos quandonpdeminimo de reacgdo € aplicado para
R-101 e R-103 (3 horas) e o tempo maximo — 22 herpara a rea¢cdo com o catalisador

quimotripsina-glioxil-agarose, R-102 (como antemente discutido na Figura 3.7).
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Figura 3.14: Valores determinados por cada método de otimizpgéas variaveigcps (),
pups (D) e para os tempos operacionais dos reatoréxlRe), R-102 (d) e R-103 (e). Cada

vazao de soro queijo determina um valor preseqtedid de projeto detalhado na Figura 3.11.

Ja a andlise das variaveiss € pups (respectivamente Figura 3.14a e Figura 3.14b) é
feita em conjunto com as restricbes de mercadoignard 3.15: devido a lucratividade na
producdo de BTPhe, os melhores resultados mostuame gpreferivel acumular o produto
CPS - Figura 3.15a — e manfgps invariante a medida que se aumenta a vazao dedsoro
queijo (Figura 3.14b). Dessa forma, as producOeBlei® e BTPhe estdo sempre no limite
superior tolerado para o mercado (Figura 3.15b-c).
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Figura 3.15 Restricdes de mercado para o produtos CPS (&,(b)Re BTPhe(c) definidas
de acordo com equacdes 3.15 a 3.17. Cada condiediacional estd4 determinada na Figura
3.14.

Utilizando os valores 6timos das variaveis operai® calculadas com o método
Evolucdo Diferencial, a Figura 3.16 detalha o impate alguns parametros no projeto da
biorefinaria multipropdsito para um caso tipicoagmario brasileiro, isto €, vazao de soro de
8000 kg.i*. A Figura 3.16a,c mostra a influéncia de variacdes precos dos produtos e
catalisadores. Alteracdes no preco da enzima qupsota tém um significativo impacto na
economia do processo, pois o catalisador é empregraduma das etapas para a producao de
BTPhe, o principal produto da planta (Figura 3.18a¥$ensibilidade do projeto com relacao
aos precos dos catalisadores pode ser minimizadarsados de glioxil-agarose altamente
estaveis forem disponiveis, como atesta a Figul®b3. Nesse caso, o emprego de
catalisadores estaveis permite o reuso dos mesmosaeas bateladas, reduzindo, por

conseguinte, o custo operacional dos reatores @hzos.
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Figura 3.16: Impacto econdmico da variacao de alguns parametrgsojeto da biorefinaria
do soro de queijd:(1 = 8000 kgﬁ, .Pcps= 0,69;p|-|ps: 0,75:1r-101= 3 h; TR-102= 22 he TrR-103
= 3 h). Nas figuras, UA representa Unidade Arbidrar

As simulagcbes apresentadas nesta sec¢ao indicammelare que os produtos da
biorefinaria sdo mais atrativos economicamenteajopg¢ao corriqueira no pais de utilizar o
soro de queijo em formulacdes para racdo animanopreparados alimenticios. Por outro
lado, provaveis investidores devem estar dispoatadilizar tecnologia de ponta, como
enzimas imobilizadas e sistemas avancados de tomrmferéncia. O ambiente integrado
descrito no préximo item deste capitulo se insessas circunstancias, como uma ferramenta

de analise importante para diferentes cenariosefeado.

3.3.2 - AMBIENTE INTEGRADO

Nesta secdo apresentam-se os testes com a solagguutacional utilizada na
implementacdo do ambiente integrado para monitareoneontrole, simulagéo e otimizacao
da biorefinaria do soro de queijo. De maneira gezahmbiente integrado é resultado dos
modelos discutidos e validados nas secdes anteudeste e do capitulo anterior. O aplicativo
relne os algoritmos desenvolvidos tanto nos modpérya monitoramento e controle em
tempo real (modelos cinéticos fenomenoldgico-neaigorou empregando coeficientes de

rendimento), quanto nas partes de simulacéo ezagéo estacionaria da planta. Os modelos
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para predicdo da concentragdo molar de ligacOeslisi@veis, por exemplos, sdo utilizados
para dimensionar os reatores com base na conwdgséfada (grau de hidrdlise).
Basicamente, a aplicacdo foi estruturada em daiadganas circulares: Servidor-

Processo e Servidor-Cliente, como ilustrados nark&ig§.17. O paradigma Servidor-Processo,
com processamento sincrono, realiza a troca demiafgdes necessarias entre processo e
servidor e néo fica exposto diretamente ao ambiaiaternet. Por intermédio do servidor, o
circulo Servidor-Cliente, assincrono, |é o estad@ubcesso ou nele atua de acordo com as
solicitacdes enviadas pelos clientes conectadoglivisdo em dois paradigmas torna o
ambiente integrado, além de operacional, segurie, E® permite que os clientes interajam
diretamente com o0s computadores dedicados do pmc&omente as solicitacdes dos
clientes validadas pelos protocolos de segurangagmente configurados no servidor sao

efetivamente enviadas aos computadores de processo.

Servidor-Processo Servidor-Cliente

./__—-——————v—-————————\

Processo Servidor Cliente
_____/'\__________‘_/

Figura 3.17. Paradigmas circulares de processamento Servidocesso e Servidor-Cliente

empregados na solucdo do ambiente integrado.

A Figura 3.18 detalha a arquitetura empregadalatoeacao do ambiente integrado.
Trata-se basicamente do padrdo MWIodlel-View-Controlle), ondeservletsatuam como
gerenciadores entre as paginas JSP e cliente,imidua separacao entre a geracao (a cargo
dosservlet$ e apresentacdo de conteudo (paginas JSPser@stssdo os controladores das
paginas JSP, as quais exibem o conteudo dindmioo,qorincipalmente, interfaces graficas
com o usuario. JSP séo portaveis, trabalhando ecoagrande variedade de servidones
aplicacdes, navegadores e sistemas operacionais.

Para a comunicacao Servlet/Matlab, utilizou-seaasebpen sourceMatLink (Mller
e Waller, 1999). Com essa classe é possivel acessanipular dados e fungdes definidas no
ambiente Matlab, faciltando e ampliando considelaente as possibilidades de
desenvolvimento dos algoritmos matematicos. A fater Matlab/Computador Dedicado €
disponibilizada no préprisoftwareutilizado para aquisicdo de sinais do processabview
(Labview User Manual, 2000). Com auxilio da A&a.neta interface Servlet/Computador
Dedicado foi feita via protocolo TCP/IP, utilizandm ambos os lados da interface o modelo

de comunicacéo solicitacdo-resposta.
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No dominio do cliente, os dados pertinentes foraspashibilizados via interfaces
graficas com o usuari@ppletspropriamente ditos, em um navegadah O protocolo de
comunicacao Applet/Servlet adotado foi o apresenpad Brogden, 2000.

Outras possibilidades de interface entresofwaresmencionados sao possiveis e
foram avaliadas (vide Bai, 2003), entretanto apr@esam ora desempenho inferior ora
complicagbes em sua implementagdo. E valido tambéssaltar que ossoftwares
proprietarios presentes na solucdo computacionkigiaa 3.18, Labview e Matlab, estdo no
paradigma servidor, sendo que no paradigma clegggaas um navegador que interprete Java

faz-se necessario.

/// V V \‘\
[ Navegador \‘
web ‘

Dominio do Cliente

Serviets [ Paginas
(Controlador) *| HTML e JSP |
\ // \\ /

.

/

ST\ L

I
V-2 Ve ™ : e ™~ Ve N
R-102 TK-105 ' Computador \ | | JavaBeans [ Bancode
Dedicado | | | (Modelos) /~ ', Dados
Processo N / |- -/ N /
! Servidor webJ

Figura 3.18 Solucdo computacional para o ambiente integrado.

Os préximos dois itens desta secdo mostram o#tadss obtidos com o ambiente
integrado proposto na figura acima. No primeiraniteos moédulos para monitoramento e
controle em tempo real sdo discutidos, utilizandm@ estudo de caso o acompanhamento
cinético dos trés reatores enzimaticos que compédnorefinaria do soro de queijo. Os
mobdulos de simulagéo e otimizagdo estacionaridatdgpsao descritos no segundo item.

3.3.2.1 — Monitoramento e Controle em Tempo Real

No projeto da biorefinaria do soro de queijo, orapanhamento dinamico dos trés
reatores envolvidos no processo é etapa fundamearal a garantia de qualidade dos
produtos almejados. A utilizacdo de um navegage como interface para operacdo do

sistema visa a garantir disponibilidade das infa@®es dos reatores monitorados em tempo
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real a qualquer computador remoto conectado anktt&om privilégios de acesso aos dados

do processo.

As proximas trés figuras apresentam interfaceficgsado ambiente integrado durante

0 monitoramento dos reatores. As inferéncias doesles desses reatores foram realizadas

com os modelos cinéticos desenvolvidos ao longdadesse: modelos fenomenoldgico-

neuronais para a reagdo com Alcalase® e com a tysioa, respectivamente, Figura 3.19

e Figura 3.20, e coeficientes de rendimento paedigiio dos perfis de aminoacidos liberados
durante a hidrolise com CPA-glioxil-agarose (FigBral).
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Figura 3.19 Interface grafica com o usuéario do ambiente in@gurante 0 monitoramento

da distribuicdo de massas molares dos pseudocomtesreo longo da hidrélise com

Alcalase®-glioxil-agarose.
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Figura 3.20: Interface grafica com o usuario do ambiente inggi@durante o monitoramento
da distribuicdo de massas molares dos pseudocomtesreo longo da hidrélise com

guimotripsina-glioxil-agarose.
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Figura 3.21: Interface grafica com o usuario do ambiente inggi@urante o monitoramento
da concentracdo molar de Phe liberada ao longaddaliee com CPA-glioxil-agarose em

reator de membrana (com retirada do aminoécido).
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O ambiente integrado disponibilizou os dados @nétem tempo real ao longo das
reacdes de forma consistente e em uma interfaggaaeli Além do monitoramento remoto, a
solucdo computacional adotada também permite qusudario atue nas configuracdes de
controle dos reatores. A Figura 3.22, por exemfstra um problema servo onde o pldet-
point — da hidrdlise enzimatica com Alcalase® foi alteraemotamente via Internet de 10
para 9,5. Ao invés de atuar diretamente no computdddicado do processo, qualquer
solicitacdo do cliente passa antes pela validagiseguranca configurada no servidor do
ambiente integrado. Como exemplo, no caso aquisaidal, o servidor verifica se 0 noset-
point solicitado para o pH da reacdo esta dentro defawxa operacional e se, por
conseguinte, pode de fato ser alterado.
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Figura 3.22: Interface grafica com o usuario do ambiente intdgdurante o controle remoto
via Internet do reator para producdo de CPS: gHieracset-pointdo pH reacional.

3.3.2.2 — Simulagao e Otimizagdo da Biorefinaria

Além dos modulos para atuagdo remota no procesamhliente integrado também
permite, via Internet, o projeto, simulacdo e aiBgao estacionaria de diferentes
configuracdes operacionais para a biorefinaria dm sle queijo. Os algoritmos para
simulagdo da planta, cujos resultados foram aptades na se¢do 3.3.1, foram integrados a

solugéo computacional do aplicativo em pauta.
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Especificada uma vazédo de soro de queijo e a pagem de producdo de cada
produto — as variaveis ja discutidags € pups OU na Figura 3.23, respectivamerggpc e
pwey — O ambiente integrado disponibiliza em uma iamf amigavel com o usuario o
balanco de massa da biorefinaria, o dimensionamentousto fixo e operacional dos

principais equipamentos previstos no projeto datplé@~igura 3.23).

) Mozilla Firefox E@@
frquivo  Editar  Exiblr  Histérico  Faworitos  Eerramentas  Ajuda
Pardmetros de Simulacde (Processo Y Economia | Processo Otma’ | Economia ‘Otma’ | R-101 | Y Pars
| Sorg de Queiio |
—_— s 02
Forie— | S 2 . s (Fim R-101
[s000 [~ kgt ! l
—r Whey 5\151 '4. B T R-102
o - 9
pwpc i (o0 V] ) L L % s plactose
27— T
pweH sy 70 [ B v € R03
—
* - -+ p WPC
LePhe (%) 30 ( T it ~ ‘9I H’ - [%T'
ks 17 A e i
Demanda Brasieira (%): e T.a E-103 20— E-102
71 TK|D4 SD-102 QWF'H EV-101 s0-101
WPC: WPH: LCPhe:
: 2B—UF-102 —
42,25 29,57 39,02 %k _L F= T T
va ‘ 23 L h _‘l = | S la?’ crne
TrAA03 l 2 Kot Peans Lo
s R 6T TK106  EW-103 50-103
Simular Y 27'
il il B (lactose Y wPC Y WeH | LcPhe |
— Eq Merk (kafh). | Msai (kgjhy NEq DEq Frego (Usf) | 0O (USHh)
e E-101 soon,0 5000,0 i A= 0,7324 m~2 |986,03 05,62
PWRH (%4 75,48 TK-101 sooo,0 5000,0 1 W= 168,33 "3 |128153,29 00,00
F-101 sooo,0 7466,7 1 f=11,64m 2 [71028,58 03,35
LcPhe (%) 24,52 TR-102 [7486,7 7466,7 1 W= 155,70 m~3 |114464,28 00,00
UF-101 [7456,7 7467 2 = 64,87 M2 |365493,50 22,61
Demanda Brasieira (%]: RO-101 |6720,0 672,0 z A=72,98m~2 [584931,22 49,30
WP WRH: LCPhe: TR-103 74,7 74,7 1 V=1,04m"3  |5488,85 joo,00
2,22 100,00 | 100,00
Bateladas por diaf R-101 | 7 RA0Z | 1 R103 | 7 | Operadores portumo: | 9

Idioma |Portugués m

Applet myApplet started

Figura 3.23: Interface grafica com o usuario do ambiente intdgr&imulacédo do projeto da
biorefinaria do soro de queijo: balangcos de matisaensionamento, custo fixo e operacional

dos principais equipamentos.

A analise econbmica do processo também é dispiaadbh via interface grafica.
Nesse mddulo do aplicativweh indices econbmicos globais da planta como ososust
rendimentos por produto, além do impacto de vaesc@&m diferentes parametros
operacionais na economia do projeto sdo calculadesibidos em um contexto amigavel
(Figura 3.24). Além do projeto da biorefinaria cddclo para as variaveidwec € Pwen
definidas pelo usuario, 0 mesmo também tem dispbnia simulacdo a configuracdo
“6tima”, obtida por Evolucao Diferencial, para &&a de soro pré-especificada.
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Figura 3.24: Interface grafica com o usuario do ambiente ingréndices econdmicos do
processo e impacto de variacdes em parametrosoipeaes do mesmo. Configuracéo 6tima
calculada pela Evolugéo Diferencial.

A interface com um software matematico (no caso, o Matlab), expande
consideravelmente as possibilidades de calculondoiesnte integrado. Note-se, entretanto,
que apenas o servidor necessita de uma licenc& deftsvare Todos os algoritmos de
projeto, simulacdo e otimizacdo descritos nest fi@am implementados com esse pacote.
No processamento em tempo real, as ferramentagniNgis para identificacdo do processo
também séo cruciais para a operacéo da biorefifadmo o soro de queijo pode provir de
diferentes lacticinios e estd sujeito a efeitosolsas e climaticos, variagbes em sua
composicao sao inevitaveis. Nesse caso, 0 pacdtmanco presente no ambiente integrado
pode auxiliar na re-identificacdo dos diferentes detlos que integram a solucao
computacional em voga para distintas composi¢cdesubgtrato. Alternativamente, com a
interface Java apropriada outsoftware também poderia ser utilizado para os célculos
numéricos, como, por exemplosoftwarelivre Scilab fttp://www.scilab.ory

O dominio de técnicas de imobilizacédo para produgdiestrial em escala de enzimas
estabilizadas a baixo custo, aliado ao ambienegiato aqui discutido, podem efetivamente
tornar o projeto de uma biorefinaria do soro dejqueavel economicamente. Os modulos de

simulacé@o e otimizacdo estacionaria do aplicatret podem atuar como uma ferramenta de
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suporte para a andlise de diferentes cenarios atugdio e de mercado durante o projeto
conceitual da biorefinaria.

Acredita-se que o0 conceito Remoto pode ser apliqgada grandes corporacdes e
também para pequenas empresas. Para grandes empoesaunidades de producao
geograficamente distribuidas, o acesso remoto enpdereal do processo representa
economia de tempo e de pessoal qualificado. No @asmmpanhias menores, as simulagdes
e analises econdmicas calculadas pelo ambientgradte, desenvolvido em um contexto
amigavel, podem ser ferramentas motivadoras pdranaformacdo do soro de queijo em
produtos consumiveis, com sabor agradavel e ricopreteinas. A ferramenta se insere em
uma conjuntura onde a troca e disponibilidade désrmacdes ocorrem em tempo real,
gerando um ambiente favoravel para a analise @laagmada de decisdo (Pingd al,
2008b).
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3.4 — CONCLUSOES

Neste capitulo foi apresentado um aplicativo, eeadnternet como plataforma, para
avaliacdo econdmica, monitoramento e controle enpdereal da biorefinaria de soro de
queijo. Em um ambiente comum é possivel realizaragibes em tempo real, como inferéncia
de estado e controle remoto dos reatores enzirs&ttatemplados no processo, e simulacdes
da planta em estado estacionario para diferentsegala matéria-prima.

Quanto a estrutura da aplicacédo, a mesma foi dassasoftwarede carater livre ou
aberto, principalmente no paradigma do cliente,ue €acilita sobremaneira o acesso as
ferramentas de simulagéo e otimiza¢éo da biorééimkr soro em estado estacionario.

A simulacéo estacionaria prové o pré-dimensionamedos principais equipamentos,
seus respectivos custos fixos e operacionais, d#avaliacdo econémica do processo. Testes
de sensibilidade paramétrica, analisando o impdeteariacbes em pardmetros de mercado e
de operacgédo (preco e vida util do catalisadoregemplo) também podem ser realizados com
facilidade. Para cada vazéo de soro de queijo, mesme integrado disponibiliza um maddulo
de otimizacdo que determina o ponto 6timo de operaa biorefinaria multipropdsito, em
estado estacionario, com o método estocéastico E&olDiferencial.

Os modelos hibridos cinético-neuronais implemesgacho ambiente integrado
permitiram descricbes detalhadas e acuradas daposggies dos reatores ao longo das
protedlises monitoradas remotamente via Internein © auxilio de interfaces amigaveis, o
ambiente integrado também possibilita ao usuarimote a alteracdo de condigcbes
operacionais do processo (por exemplo, alteracgiHd@acional -set-pointdo controlador).

A combinacdo de catalisadores estaveis e do atehbieiegrado aqui desenvolvido é
importante para que o projeto da biorefinaria do st queijo se torne factivel do ponto de
vista econbmico. Catalisadores estaveis e com lzaigm associado permitem — além de seus
empregos em multiplas bateladas — a operacédo dowes por longos periodos e em altas
temperaturas, reduzindo o risco de contaminacapmbakitos.

Utilizando a Internet como plataforma, a propostaathbiente integrado pode atuar
com uma ferramenta auxiliar para grandes corposagize tomada de decisbes frente a
diferentes cenérios de producdo. Para médias eepaguempresas do setor queijeiro, a
ferramenta se torna motivacional, disponibilizatélonicas avancadas de monitoramento e
controle, e analise de possiveis ganhos econdmicarsdo, ao invés de sua disposicdo com
residuo, o soro de queijo é reaproveitado de nmemeagional na forma de concentrados e

hidrolisados protéicos.
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4 — Conclusodes Gerais

O desenvolvimento de solugcdes computacionais eamdly o projeto da biorefinaria
do soro de queijo, uma planta multipropésito, foéma central dos estudos desenvolvidos ao
longo desta tese de doutorado.

Na concepcdo da biorefinaria apresentada, os esatemzimaticos constituem as
etapas primordiais para agregacao de valor aoipainesiduo da inddstria queijeira: sdo nos
reatores que, com auxilio de enzimas imobilizadasseaporte inerte, sdo processadas as
protedlises que, de forma controlada, conduzemadistribuicdo de hidrolisados com faixas
molares, produtos de maior valor agregado.

Foram propostos modelos cinéticos para o0 acompastitam dindmico da
concentracdo molar de ligacdes hidrolisadas amlolag reacbes com quimotripsina e CPA,
ambas imobilizadas em suporte glioxil-agarose. Apeg se tratar de uma aproximacéao, a
predicdo precisa desse pseudoproduto € importaata p projeto dos reatores e
desenvolvimento de seus algoritmos de controleneizzicdo. Embora comum nesse tipo de
modelagem, o emprego de equacgfes do tipo Michigleligen se mostrou incapaz de

descrever com eficacia as velocidades de reacamtduensaios de batelada para ambas as

equacOes de Michaelis-Menten — e utilizacdo demsiatcompleto de equacdes diferenciais
ordindrias oriundas dos balangos materiais parapssudocomponentes foi possivel
representar com preciséo o perfil do pseudoprogitcurso das reagoes.

Com caracteristica nao-linear, a modelagem do nsssteompleto de equacdes
diferenciais motivou o emprego de diferentes tesnide otimizacdo a guisa de se evitar
estimativas locais dos parametros cinéticos camstés do modelo. Como técnicas de busca
cldssicas baseadas no calculo do gradiente dacdchoigétivo apresentaram problemas de
convergéncia, foram utilizados os algoritmos estticds Recozimento Simulado, Enxame de
Particulas e Evolucdo Diferencial. O emprego dasrdalgens estocasticas, que se
caracterizam por multiplas avaliagbes da funcéetoltj, também permitiu a construcdo das
regibes de confianca paramétricas e, conseqUenteme&ma analise estatistica dos
parametros cinéticos pos-ajuste.

Para um acompanhamento detalhado da composicaprddstos reacionais, cinco

pseudocomponentes foram pré-definidos de acordo faxas de massas molares das
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proteinas e peptideos presentes ao longo das seam@eAlcalasé e quimotripsina. No caso
da reacdo com CPA, foi possivel mensurar as corggi|s molares dos aminoacidos
liberados durante a hidrélise com a exoproteaseafaimos 0s casos, as concentragdes eram
determinadas por cromatografia liquida de alto mieeeho e, portanto, inviaveis para o
monitoramento em tempo real dos reatores.

O detalhamento dos reatores em tempo real foi @lt@m o auxilio de modelos
hibridos fenomenolégico-neuronais. Os pesos de sraueuronais do tipomultilayer
perceptrondMLP) foram ajustados para mapear as velocidadesatdo com base no estado
atual do reator (concentracfes dos pseudocompaneantaminoacidos). Os valores preditos
pelas redes MLP eram entdo utilizados nos balamgteriais dos componentes presentes em
cada reator enzimatico. Os pesos de cada rede bHamfajustados para uma combinacao
fixa de pH e temperatura da reacéo, e suas preded@n linearmente interpoladas para
situacOes intermediarias dessas variaveis em ensi@iovalidacdo. Como o substrato das
reacdes — soro de queijo — esta sujeito a variagfesua composicao, tal abordagem se
mostrou pertinente: com um modelo simplificado, uroga estimativa do conjunto de pesos
de cada rede MLP para um substrato de composi¢éentie se torna menos intensiva do
ponto de vista do processamento computacional rielque

Alternativamente, fica como opcdo também a modebadeébrida baseada em
coeficientes de rendimento. Tal proposta foi wdiz para o acompanhamento dos principais
aminoacidos liberados durante a hidrolise com CPfareeceu resultados coerentes com
aqueles determinados via analise em cromatogfgtiadh de alto desempenho.

Com os modelos dos reatores elaborados, proced&sigeulacéo da biorefinaria do
soro de queijo em estado estacionario. A abordaggriiencial-modular foi utilizada para a
simulagdo do processo, o que facilita a futurarg@s®e de novos moédulos no diagrama da
planta, por exemplo, para agregar maior valor eeocte de lactose permeada da ultrafiltracéo.
Em uma concepcédo multipropdsito, algoritmos de &@us@o-linear foram disponibilizados
para determinar o estado estacionario 6timo paedada vazao de soro de queijo.

Finalmente, os modelos cinéticos e de simulac&aciestaria foram implementados
em um ambiente integrado de operacédo em tempoli@adlo a Internet como plataforma, foi
possivel em um dnico aplicativo a realizacdo remdeéa operacbes em tempo real
(monitoramento e controle dos reatores enzimatiea® simulagdes da biorefinaria do soro
de queijo (balancos materiais e dimensionamentopdosipais equipamentos, seus custos

fixos e operacionais, analise econdmica do proocessodulo de otimizacao estacionaria).
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Acredita-se que o ambiente integrado desenvolviodepse tornar uma ferramenta
importante de analise em diferentes cenérios ddugém e de mercado. O conceito remoto é
viavel para grandes corpora¢gdes com unidades dieigio geograficamente dispersas. Como
o aplicativo emprega a Internet como plataformaglgeritmos também se tornam acessiveis
para médias e pequenas empresas do setor queeradesumo, a proposta do ambiente
integrado, aliada a disponibilidade de enzimas ilizaldas e estabilizadas com custo
acessivel, é importante para que a biorefinarisato de queijo se torne factivel em escala
industrial.

Além de estudos que objetivem agregar valor a otarele lactose refinada da
biorefinaria, outro tema decorrente desta tesea sepadronizacdo do ambiente integrado e
sua aplicacdo na analise econdmica de outros paxate interesse (incluindo sintonia e
analise de desempenho dos algoritmos estocastedmigsta na otimizacdo estacionaria da

planta).
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Tanto na simulacéo da planta em estado estaciot@mo nos ajustes dos parametros
cinéticos, algoritmos eficientes de otimizagdo rioranecesséarios para lidar com a
caracteristica tipicamente nao-linear dos procesgmpiimicos. Na secadtimizacdo N&ao-
Linear do presente apéndice € realizada uma revisdo dioseitos e das técnicas de
otimizacao aqui empregadas.

Como a abordagem hibrida fenomenoldgico-neurorgbrésentada como a solucao
adotada para o acompanhamento dinamico detalhasl@rddutos formados no curso das
reacdes enzimaticas do processo, uma revisao awsmbre 0 tema é apresentada na secao

Redes Neuronais Artificiaisdeste apéndice.

OTIMIZACAO NAO-LINEAR

A otimizacdo tornou-se no curso dos Ultimos anos was principais areas de
interesse na engenharia de processos. O forte apesentido da melhoria continuada de
processos, em ambiente econdémico crescentementgetibwo, aliado aos desafios
colocados por problemas inerentemente complexos, q@movendo uma ampla troca de
experiéncias entre academia e industria nessqBieger e Grossmann, 2004).

Na industria, o termo otimizacdo de processos kzadb para se referir a uma
maximizacdo de ganhos. Esses ganhos se traduzeommanmmaior producdo, dentro das
especificacdes de qualidade, seguranca e impadie@atal, com um menor custo associado
ao consumo de matéria-prima e utilidades necessdviapor, agua de resfriamento e
eletricidade — para citar os mais comuns), 0 gue,lem ultima instancia, a um melhor
resultado econdmico do processo industrial. De mamgeral, trata-se de um conjunto de
tecnologias utilizadas para realizar mudancas asteg em modelos, equipamentos e nas
condi¢des operacionais de um determinado processmdo a sua maior eficiéncia. Elas séo
aplicadas desde o projeto do processo, nos seeis sbnceitual e basico, até sua operag¢do no
dia-a-dia da producéo (Guimarassal, 2007).

Do ponto de vista matematico, o processo de otgazgode ser entendido como a

busca por um extremo em um problema restringidse EExtremo, aqui definido como o
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minimo da funcéo-objetivo, € atingido ou almejado pm método de busca. A formulagéo
geral, para um problema misto-inteiro, é apresenpath Equacao 1:
min f(x,y)
h(x,y) =0
tal que:{g(x,y)<0
xOX,yo{o1}"

(1)

Sendo:x e y — respectivamente as variaveis continuas e dis¢fétay) — a funcao-objetivo;
h(x,y)— as equacfes do processo, encaradas como restiligdgualdade (balanco material,

energeético, etc.g(x,y)— as restricdes ou especificacdes de interesse.

No caso de um problema continmedimensional e sem restricdels'(; sendo quen
corresponde ao numero de incognitas do problenwinkkzacdo), sdo apresentadas a seguir
ascondicdes necessariasacondicdo suficientpara que 0 pont® = [X1, % , ..., %] Seja
um minimo da funcéo-objetivé(x) (Edgar et al, 2001). Primeiramente, supde-se uma

aproximacao quadratica &) no pontax como mostra a Equac&o 2:
* T * « 1 «\T * *
F(0 = F(x) +TLF ()X +2(0x | 0, (x)ax )

1. Para qued seja um minimo d&x), a primeira condicdo necessaria é que o gradiente
seja nulo nesse ponto, ou seja.f (x') = 0;
2. Outra condicdo necessaria é que a matriz Hessianaf(x') seja positiva

semidefinida (a Tabela 1 apresenta a classificd@dmatriz Hessiana com base nos
seus autovalores).
Com a condicdo (1) atendida e a Hessiana posigfiaida, tem-se entdo@ndicao

suficientepara que seja um minimo dgx).

No dominio da otimizacdo continua, os métodos deddoram aqui classificados
como baseados no gradiente ou diretos. Nas proxdoms subsecdes sao discutidos aspectos
relevantes para esta tese de ambas as abordagens.

Especificamente nos processos bioquimicos, tipioggnde natureza néo-linear, os
estudos de otimizac&o recaem usualmente em probleizaconvexos ou mal condicionados,

0 que leva os métodos classicos de busca baseadpadiente a apresentarem dificuldades
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de convergéncia. Nesse caso, é conveniente, aigh, asoplar um método de busca direta a
um baseado no gradiente (Mansoorngadl, 2008; Fabeet al, 2007; Eftaxia®t al, 2002,
Nelles, 2001). O segundo refinaria o resultado dmgiro, permitindo ainda estimar as
estatisticas dos parametros a partir da matrizedsilslidade paramétrica e das variancias

experimentais. Nesse quadro, as revisdes de amla@melagens se tornam complementares.

Tabela 1: Relagcdo entre a matriz Hessiama, f (x'), € seus autovalores no ponto

estacionéri* (Edgaret al, 2001).

Matriz Todos os seus
Hessianal f (x") autovalores
Positiva Definida >0

Positiva
Semidefinida =0
Negativa Definida <0
Negativa <0
Semidefinida -

METODOS BASEADOS NO GRADIENTE

Os métodos baseados no gradiente, valendo-se ddg@es necessarias e suficiente
na otimizacdo, buscam o extremo em pontos ondeambegtes sdo nulos e norteiam sua
direcdo de buscade acordo com o valor do gradiente local da furgjgetivo.

O método dogradiente descendent@or exemplo, € uma abordagem indireta de
primeira ordem — requer o calculo da derivada prangef(x) — para calculo do minimo da
funcdo nao-lineaf(x). Nesse método, a cada itera¢da direcdo de busch que definira o

préximo pontox*** é calculada com base no valor do gradiente datung f (x) no ponto

X< (Edgaret al, 2001):

X=X+ AR = X - A0, (x) (3)

Sendo — um escalar que pode ser alterado a cada itekacao

O método de Newtoeé um exemplo de uma estratégia deterministicaedensia
ordem para a busca do minimo de equacdes naodmedproximando localmente a fungéo
nao linearf(x) por uma funcdo quadratica como descrita na Equagcaominimo ded(x) na

direcdo de é calculado conforme a Equacéo 4 (Edgaal, 2001):
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Oy f (X)X = X6) = =0, F (x) @)

Trata-se entdo, como mostra a Equacéo 4, da ¢g&otle um problema linear a cada

iteracéok. O método pode apresentar problemas de conveegéae Hessiana, f (x“) ndo

for positiva definida (vide Tabela 1). Para con&orassa limitagéo, alguns autores sugerem a
modificacdo da Hessiana a cada iteracdo do métedoatio a garantir que a mesma seja

positiva definida e bem condicionada. Esse é o daseétodo de Levenberg-Marquardt

O £ (X) = 0,0 F () + AL 5)

Sendo:A — um escalar modificavel a cada itera@dﬂ « f(x*) — a Hessiana modificada
positiva definida;] — a matriz identidade.

Condicionados a continuidade da funcéo-objetivoeggéio de busca e ao céalculo das
primeiras, e em alguns casos segundas derivadaapfoximacdes numéricas dessas), 0S
métodos de otimizacdo baseados no gradiente s&awagi$ com robustez em problemas bem
comportados. Em dominios com descontinuidades &ctesistica multimodal ou ruidosa,
esses meétodos apresentam problemas de converg@scilgcdo e minimos locais. A
distincdo entre extremo “local” e “global” s6 sestjfica em problemas de otimizagdo néo-
linear visto que h& um Unico extremo, o global, masos lineares. Considerada uma
referéncia padrdo para o topico, uma revisdo asgidae os métodos de busca baseados no
gradiente para problemas lineares e néo-linearengenharia quimica pode ser encontrada
em Edgaet al, 2001.

Como exemplos de técnicas de otimizagdo baseadaslowlo do gradiente para a
resolucdo de problemas nao-lineares com restricdgar et al, 2001, destacam a
Programacdo Quadratica Sucessiva (S@eguencial —ou Sucessive — Quadratic
Programming e o método do Gradiente Reduzido Generalizadogor&imos que
implementam a SQP foram considerados superioreBipgler e Grossmann, 2004, aos que
empregam o método do Gradiente Reduzido Generalizams aqueles requerem um menor
namero de avaliagdes da funcdo-objetivo durant®oegso de busca.

A SQP ¢ eficiente na resolugédo de problemas deizatg&io bem condicionados e
quando a fung&o-objetivo e os gradientes poderavadiados com relativa precisdo. Baseado
nascondi¢cdes KKT(Karush, 1939; Kuhn e Tucker, 198pud Biegleret al, 1997) para a
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solugéo 6tima de fun¢des com restricdes, o proaationde calculo consiste na resolucéo de
um subproblema de programacéo quadrética a cadedte(Hock e Schittkowski, 1983).
Técnicas que empregam a SQP na resolucdo de paxbleprogramacao nao-linear
sao robustas e apresentam rapida convergénciaciemas com restricdes. Essa € a escolha
corriqueira nas aplicagdes industriais (Biegieal, 1997). A medida que a complexidade do
problema de otimizagdo aumenta, entretanto, unriigo que utiliza a SQP pode demandar
muitas manipulacdes matematicas para que sua iraptagéio seja factivel. Nesses casos, um
método de busca direto ou um enfoque hibrido gquebgse métodos diretos e baseados no

gradiente pode ser mais eficaz (Mansoornejaal, 2008).

METODOS DIRETOS

Na abordagem direta, busca-se o0 extremo do prokdeaimndo a funcéo-objetivo em
pontos de um espaco finito ou discreto. Nenhumarnméicdo adicional, como o valor do
gradiente, por exemplo, faz-se necessaria. Patdepnas com grande espaco de busca, os
métodos diretos sdo pouco eficientes. A maioria mésodos diretos faz uso de escolhas
aleatorias e funcbes de probabilidade. S&o, assitocasticos. Analogias entre a busca do
o0timo e fendmenos observaveis da natureza saoeinéegi nesses casos. Com o continuo
avanco tecnolégico no processamento computacia@glins meétodos dessa classe vém
apresentando resultados satisfatorios para casootideézacdo ndo-linear (Biegler e
Grossmann, 2004; Nelles, 2001).

Em problemas de otimizacdo onde o calculo da fuobdetivo requer expressivo
esforco computacional, os métodos diretos podemorsar lentos e pouco robustos. Outra
limitacao esté relacionada a dificuldade de implaagiio nos problemas com restricbes nao-
lineares (Grossmann e Biegler, 2004).

Com sua origem no calculo diferencial, muitas vezemnalise de um problema de
otimizacao esta focada em critérios de convergéhacitietanto, vale destacar que a busca por
um extremo global pode em muitos casos se torwéviel. Na préatica, melhorias sensiveis
em um processo, com minimos locais razoaveis, pagemais atrativas economicamente do
que a busca pelo minimo absoluto (Guimagied, 2007).

Como ja mencionado, a abordagem estocastica muitzss utiliza estratégias de
busca que procuram representar fenémenos fisicadutigos ou de interacdo social-
cognitiva. O algoritmo de otimizacdo recozimentonidado, ou no ingléssimulated

annealing(Kirkpatrick et al, 1983), e as estratégias evolucionarias (Rechgntheb65apud
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Neles, 2001) sdo exemplos importantes. Mais regentee, 0 algoritmo enxame de particulas
(Kennedy e Eberhart, 1995) e a evolucdo diferen@&brn e Price, 1997) surgem como
técnicas promissoras, por apresentarem rapida mggnea e requererem uma quantidade
reduzida de parametros de sintonia.

Ainda na abordagem direta, pode-se citar o algoriti® busca Tabu, o qual consiste
de buscas locais seguidas de exploracdes aleat®masiovas regibes do dominio de
otimizacao (Glover, 1990). Os poucos parametrosidnia requeridos sdo também um
ponto favoravel nesse método.

A seguir séo discutidos os algoritmos de buscaéstizos estudados neste trabalho, a
saberSimulated Annealingenxame de Particulas e Evolugéo Diferencial.

Simulated Annealing(SA)

Proposto inicialmente como um método estocastiaa pémizacdo combinatoria
derivado da mecanica probabilistica, o algori®imaulated Annealin¢SA) simula o processo
de annealing ou recozimento fisico, no qual um metal € submedduma temperatura
elevada, sendo, entdo, esfriado suavemente, pedmigue seja atingida alguma configuracao
de minima energia (Kirkpatrickt al, 1983). A medida que um metal em estado liquido é
esfriado lentamente, as moléculas vao se ordenatédformar um cristal Unico e atingir o
estado de minima energia — alusdo ao minimo glubg@rocesso de otimizacdo. Entretanto,
se esfriado rapidamente, as moléculas ndo se alirde forma ordenada e o metal se
solidifica em uma forma policristalina ou amorfa,minimos locais.

O algoritmo SA, como listado na Figura 1, segupracedimento de Metrépolis e
Ulam, 1949. A cada passo, a proxima configuraéfoé escolhida aleatoriamente a partir de
N(xX), a vizinhanca d&, aplicando uma perturbacéo afn Calcula-se entéo o novo valor da

funcdo-objetivaE(X*!). SedE < 0, a nova configuracad™ é aceita; selE > 0, x** é aceita

-AE/T

com probabilidadeP =e . Um numero aleat6rio provido de uma distribuic&ifarme

no intervalo [0,1] é obtido. Se ele € menor §yea mudanca de configuracao é aplicada, dai
o critério de Metrépolis. A condicdo de convergéntalcancar o equilibrio” pode ser
considerada como sendo um namero prescrito dedtesaque foi realizado.

Ao contrario de aplicar algum método baseado ndigmée, um méetodo de pesquisa
aleatdria, como o de Metrépolis, € usado parailarab proxima configuracdo. A pesquisa
aleatdria é controlada por uma sequéncia decrescentemperaturd. QuandoT é alta,
grandes incrementos de ener@igpodem ser aceitos. A medida gliediminui, somente
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pequenos incrementos sao permitidos. No limitentpu@ € quase zero, incrementos &m
praticamente ndo sdo mais aceitos. A estratégidlatedpolis pode permitir, portanto, ao

algoritmo SA “escapar” de minimos locais em diregéaninimo global.

Inicie T e x
Repita
Gere X't em N(X);
JE € EX™) - EQX);
SeZE <O
P =1;
Se ndo
Pr - e—AE/T;
Se aleato6rio [0,1) < P
X EX,
Reduza T,
Até (alcancar equilibrio);
Retorne x

Figura 1: Listagem do algoritm&imulated Annealing

O critério para reducao da temperattird ponto chave no desempenho do algoritmo,
e ha garantia de convergéncia assintética paranionmiglobal apenas s&* =T°/In(k . Tal

esquema de reducdo de entretanto, € muito lento e, na préatica, esquemasisticos de

convergéncia mais rapidos precisam ser empregadoatélli, 2000).

Enxame de Particulas (PSO)

O algoritmo enxame de particulas (P$@yticle Swarm Optimizatignproposto por
Kennedy e Eberhart, 1995, faz uma metafora do campento social de interacdo entre
individuos (particulas) de um grupo (enxame). meflo pelos autores como um método de
otimizacdo continua nao-linear, 0 PSO tem sidoca@b dentro do escopo da engenharia
quimica na analise dindmica n&o-linear de procegsimsicos, estimativa de parametros e em
problemas multiobjetivo (Lee, 2008; Schwaahal, 2008; Cheret al, 2007; Ouriqueet al,
2002; Parsopulos e Vrahatis, 2002).

O algoritmo se baseia na seguinte teoria soOcioitegn cada individuo de uma
populacdo possui sua propria experiéncia e € cdpawaliar a qualidade dessa experiéncia;
como os individuos séo sociais, eles também possaahecimentos sobre o comportamento
e a experiéncia dos outros individuos presenteguqmo. A analogia foi desenvolvida a partir
da observacdo por Kennedy e Eberhart do comportands bandos de péssaros e de
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cardumes de peixes na busca por alimento. Os autbservaram que, durante a busca pelo
alimento, o comportamento do grupo € influenciadta gxperiéncia individual acumulada
por cada individuo, bem como pelo resultado dam@pea acumulada do grupo.

No algoritmo PSO, cada particuldo enxame, dotada de uma posigdo (X 1, X 2, ...,

X.m) € de uma velocidade = (vi1, Vi2, ..., Vim), representa um ponto no espacgo de busca

dimensional ("; sendo quem corresponde ao nimero de incégnitas no problema de
otimizacdo). Depois de inicializado o algoritmo camima populacdo aleatoria e com
distribuicdo uniforme, cada particula movimentarse espacom-dimensional de busca
procurando melhorar seu desempenho individual,ésteduzir o valor da fungéo-objetivo.
Como critério para o deslocamento, utiliza sua orepiosicdo obtida até a iteracBop; =

(P, P2, ..., Pim), € @ melhor posi¢cdo do grup® = (Pg,1, Pg2 ---» Pg.m)- A velocidade e a

posicdo de cada particula sdo entdo atualizadasodéo com as equacdes 6 e 7:

v =w +ar O(p - X) +cr, 0(p, - X)) (6)

MR VA 7)
Sendoy; — a velocidade da particutax, — a posi¢éo da particulap; e py — respectivamente,
a melhor posi¢éo da particula do grupo até a iteracBpw— o fator de inérciag; e c; — sao
constantes que representam, respectivamente,dateraprendizado cognitivo e socraler;

— sao valores aleatorios ente 0 e 13 eepresenta o produto vetorial elemento por element

Como todo método de busca direto, 0 desempenhtgdatano € bastante dependente
dos valores de seus parametros de sintgniaec, (Trelea, 2003).

Como destacam Schwaabal, 2008, uma caracteristica muito interessante d® &S
a realizacdo de uma busca global nas iteracOemisido procedimento de otimizacao,
ocorrendo nesse estdgio a prospeccao de vari@esedp espaco de busca (Figura 2a), o que
pode facilitar a localizacado do 6timo global. Cordezorrer das iteragdes, a busca passa a ser

local em torno do ponto mais promissor (Figura 2b).

180



Apéndice

Figura 2: Evolucdo do enxame no algoritmo PSO (Medeiros520@) Iteracdes iniciais:

investigacdo de varias regides do espaco de bjaaynvergéncia do método: busca local

em torno do ponto mais promissor.

O pseudocdédigo do algoritmo é listado na Figura 3.

Gere uma populacéo aleatéria e uniforme gepldrticulas
Repita
Repita
Se (¥ < ()
b €Xx;
Se f(p < f(py)
B €p;
Atualize ve x;
Até (i = No);
Até (convergéncia);
Retorne g

Figura 3: Listagem do algoritmo PSO.

Evolucéo Diferencial (ED)

Motivados pelo grande sucesso da evolugéo natoraesolver complexos problemas

temporais de “otimizagd0”, como 0 surgimento de asoespécies e suas adaptacbes a

mudancas drasticas no meio-ambiente, os algoriawoksicionarios séo técnicas estocasticas

gue tracam paralelismos com o0s conceitos derivaldoseoria da evolucdo natural e da

genética (Goldberg, 1989). Todos os algoritmos woharios trabalham com uma

populacdo de individugsos quais, para os problemas aqui estudados, givakentes a

pontos no dominio de busca das variaveis. Comoahaazra, esses individuos pertencem a

umageracag ou seja, cada iteracdo do meétodo. Valendo-seatatda selecdo natural, onde

os individuos mais aptos sobrevivem, isto €, owtnjde variaveis que resulta nas melhores
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avaliacbes da funcdo-objetivo, e aplicando opersdogenéticos como mutacdo e
recombinacao a cada iteracdo, os algoritmos ewlédos permitem a exploracdo de novos
pontos do espaco de busca do problema, e podegir &t minimo global.

Os quatro principais temas de desenvolvimento orapatacdo evolucionaria sao:
Programacado Genética, Estratégias Evolucionérragyr&macao Evolucionaria e Algoritmos
Genéticos (Nelles, 2001).

Desenvolvidas por Rechenberg e Schwefel nos anoas6@stratégias evolucionarias
propdem a utilizacdo dos parametros do problen@idgzacdo sem uma pré-codificacdo, ou
seja, variaveis continuas sao representadas caresalo tipo real, parametros inteiros com
variaveis do tipo inteiro, etc. (Goldberg, 1989k Fbrmulacdo original de Rechenberg e
Schwefel a mutacéo é o principal operador genéficestratégia e as variaveis — individuos —
sofrem mutacdo de acordo com uma distribuicdo natmprobabilidade.

Originalmente, o termo Algoritmo Genético (AG) sestihava apenas a problemas
com codificagdo binéria (Holland, 1975). Entretartonsiderando AGs como algoritmos de
pesquisa baseados na selecdo natural e na geft&icherg, 1989), ja é corrente 0 uso do
termo na literatura também para designar algoritowws codificacdo do tipo real, e muitos
autores destacam o desempenho dessa abordageendrbimaria para problemas definidos
no espaco continuo (Babu e Munawar, 2007; Ber8iarezynski, 2007; Salmaet al, 2007;
Huang e Huang, 1997; Thomas al, 1995). A Figura 4 mostra a representacédo de um
individuo em um problema de otimizacdo continua geéicodificacdo e na codificacédo
binaria (cromossomo), onde € preciso codificar @sametros do tipo reak e,

conseguentemente, introduz-se um erro numeérico.

o1 [1]1]1]1 110{0[1|1]0 |Individuo Binario
_Genel1 ,  Gene2 , a_GeneN-1 ,  GeneN

e e e e e

X4 X, XN-1 XN Individuo “Real”

Figura 4: O individuo no algoritmo genético. Os genes daviddo podem ser as préprias
variaveis do problema de otimizagédgcodificacdo “real”) ou sua codificacado na forma

binaria.

Em forma algoritmica, basicamente, os passos da@sao os listados na Figura 5:
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Gere uma populacéo aleatéria de Mdividuos
Repita
Avalie o desempenho de cada individuo;
Selecao;
Recombinacéao;
Mutacéo;
Até (nUumero maximo de geracdes);
Retorne Melhor Individuo;

Figura 5: Listagem do Algoritmo Genético.

Cada algoritmo genético vai diferir entdo na maneomo os critérios de sele¢éo, de
recombinacdo e de mutacéo seréo aplicados. Goldb@8§, traz uma ampla revisdo de tais
critérios. Ja Babu e Munawar, 2007, apresentanoyvarasos de aplicacdes com AG na
engenharia de processos, como, por exemplo, sitéegmcessos, otimizacdo em tempo real
de reator bioquimico, estimativa de parametrogiciog em reacdes heterogéneas, etc.

Considerada uma estratégia evolucionaria recergeplacao diferencial (ED) requer
uma quantidade de parametros de sintonia redugidde facil implementacdo, robusta e
apresenta rapida convergéncia (Storn e Price, 1®8¥)uanto nos algoritmos genéticos a
mutacao é o resultado de pequenas perturbacdegenes do individuo, na ED a mutacéo € o
resultado da combinacdo linear desses (Sakhanh, 2007). Varios autores apontam a ED e
suas variacdes hibridas como uma das melhoregégstia evolucionarias, com resultados
promissores na programacéao nao-linear €Kal, 2006; Wanget al, 1998).

Separada em trés operac¢des evoluciondrias, a salt@gao, recombinagéo e selecao,
a ED pode ser descrita como segue:

- Mutacdo para cada individug* da geracgéd, um novo vetor — individuo w* é
criado pela mutacdo de uwetor alvoselecionado aleatoriamertg®, comi # is. Com a
escolha aleatéria de mais dois vetoxg$ e x,¥, comi # iy # i, # iz, 0 novo vetorv* é

produzido conforme a Equacéao 8:

\_/ik = )_(ik3 +F (Zikl - Zikz) (8)
Sendo:F — um fator escalar utilizado para controlar a @ da evolucéo diferencial, com
F O (0, ).

- Recombinac¢&aOs elementos do vetaf sdo combinados com os do novo individuo
vi¥ para gerar o descendent& de acordo com a seguinte estratégia de recomisinacé

binomial:
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G) :{vi (j).ser <P ©)

X(j), sendo
Sendo:r — um numero aleatoério entre 0 e 1 provido de umtiltlicdo uniformeP, — a
probabilidade de reproducdo (capp O [0, 1]); ] = 1, ..., m —refere-se a dimensao do

problema de otimizagdo) — representa o nUmero de genes, ou seja, 0S pandme

- Selec&oo novo individugu® s6 é escolhido se apresentar aptiddo maior da qgioe

individuox¥, em contrapartida esse Gltimo é mantido paraacgerfutura + 1.
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REDES NEURONAIS ARTIFICIAIS

Esse item foi baseado na excelente explanacdo @kirtial999, para os temas
pertinentes as redes neuronais artificiais.

Redes neuronais artificiais originaram-se como uteatativa de modelar e
compreender a capacidade de processamento de agi@ondo sistema nervoso. Entre as
caracteristicas do sistema nervoso que sao indmtess para reproducdo em modelos
neuronais, destacam-se: robustez e toleranciaastdlexibilidade, alto grau de paralelismo,
tamanho compacto, alto aproveitamento energétibabdidade para lidar com informacéo
difusa, ruidosa ou inconsistente. Portanto, a ekemp cérebro, RNAs sdo projetadas para
reconhecer padrdes, reorganizar dados e aprender.

Na década de quarenta surgiram 0s primeiros eshefs® campo. McCullogh e Pitts
foram os pesquisadores pioneiros, mostrando queaurdnio artificial podia ser modelado
por uma funcdo degrau para realizar uma operaggicaldLau, 1990). Outros modelos
surgiram no decorrer dos anos, mas foi no iniciéeda de setenta que Paul J. Werbos
desenvolveu o algoritmbackpropagation Praticamente ignorado até metade da década de
oitenta, foi desde entdo que o supracitado algorgetornou uma importante ferramenta no
treinamento supervisionado de redes com multiplasadas para desempenho de uma ampla
variedade de tarefas, impulsionando as pesquisag tampo (Hinton, 1992).

RNAs podem ser classificadas de acordo com suat@sir e/ou algoritmos de
aprendizagem. A estrutura de uma rede neuronaleéntieada pelas conexdes entre 0s seus
neurdnios e a natureza dessas conexdes. O ajustEr@amento da forca das conexdes é feito
pelo algoritmo de aprendizagem.

Nas redes MLP (do inglésviultiLayer Perceptrons por exemplo, 0os neurdnios
geralmente sdo agrupados em camadas e o fluxofaenatdes de uma camada a outra €
unidirecional, da entrada para saida. Os neur&dioxonectados entre as camadas sucessivas
e nao dentro de uma mesma camada. Nas redes ntesras conexdes permitem o fluxo de
informacdo em ambos os sentidos entre um par diades, e mesmo de uma unidade para
ela mesma.

JA os algoritmos de treinamento de RNAs podem dassificados como
supervisionados ou nao supervisionados. Nos aigositde aprendizagem supervisionada, 0s
pesos das conexdes sdo ajustados de acordo cderenci entre a saida desejada (dados
experimentais ou de processo, por exemplo) e a sdifida pela rede durante o treinamento.
Os algoritmos supervisionados sdo normalmente nsaidos em aplicagdes de engenharia. O
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paradigma ndo supervisionado ndo requer que a deiljada seja conhecida. Durante o
treinamento, somente padrbes de entrada séo aja@se rede que, mediante programacao
computacional, se encarrega de mapear o espacmtcida em um espaco de saida,
adaptando os pesos das suas conexdes e agrupapddross de entrada em grupos com
caracteristicas similares (Baughman e Liu, 19953eHipo de abordagem é mais comumente
utilizada no pré-processamento de dados (Nelléxl)20

COMPONENTES DE UM NEURONIO

A base de uma RNA é seu neurbnio, cuja anatomiasérada na Figura 6:

Yp=1

ym
Figura 6: Anatomia de um neur6nio que transfere a entyapara a saidg atraveés de um

fator de peswy; e uma funcéo de transferéngéu;).

As entradas do neurbnio séo representadag/por= 1, ..., m). O neurdnio utiliza
essas entradas, ou atividades, para calcular aga&lqual pode compor parte de um vetor
de entrada para outros neurdnios.

Cada peso, ou fator de pesq, € multiplicado por uma entrada correspondente, e
neurbnio utiliza a entrada ponderada para compords calculos. Os pesos de uma rede
podem produzir um efeito de excitacdo ou inibic&ovalor de entrada, dependendo da
magnitude do peso e do seu sinal.

Outro fator importante que pode estar presenteamapatacdo de um neurbnio €
aquele conhecido combias (ou threshold, representado na Figura 6 pela letvg. O
parametro internavip regula a ativacéo total do neuréngjoa qual é calculada conforme a

Equacao 10:

U= WY, (10)
i=0
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O fator final no calculo da saida do neurdnio @rcéio de transferéncig( ) (ou

funcao de ativacao); assim:

Y, =¢,) (11)

Algumas funcgbes de transferéncia tipicas sédo arline sigmoéide e a tangente

hiperbolica, apresentadas, respectivamente, nagéesi 12, 13 e 14.

¢, () =0, (12)

6,0)=—— (13)
1+ae '

¢,(v,) =atanhpu,) 14)

Sendoa eb — constantes utilizadas para controlar a saturdgdoncédo de transferéncia.

REDE PERCEPTRONS MULTICAMADAS (MLP)

A arquitetura detalhada na Figura 7 exibe uma dedgo MLP:

IS .A"‘L </
SRS

SRS
LA

Sinais de
Entrada —

\ Sinais de
Saida

—»
Primeira Segunda Camada de
Camada Camada Saida
Qculta Qculta

Figura 7: Arquitetura de uma rede MLP com duas camadas aculta

Redes MLP tém sido aplicadas com sucesso na ré@solde diferentes classes de
problemas com o auxilio do popular algoritmo coideecomoerror backpropagatiore suas

variacoes.
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As caracteristicas principais das redes MLP séo:
- Cada neurbnio na rede inclui uma funcdo de divagsuave (isto é, continua e
diferenciavel);
- A rede permite a inclusdo em sua estrutura de aummais camadas ocultas que nao
incluem nem a camada de entrada nem de saidaeja red

- A rede exibe um alto grau de conectividade, dateada por suas sinapses.

O conjunto de padrées ou exemplos a serem ajistaela rede MLP, apds um pré-
tratamento (por exemplo, normalizacdo dos dadosgimacomo para qualquer modelo
empirico, é geralmente dividido em dois gruposn&mento e teste. O conjunto de teste é
utilizado para testar o desempenho do modelo edsamento; o conjunto de treinamento é
ainda subdividido em dois subconjuntos: subconjdete@stimacédo, para selecionar o modelo
(funcdo de transferéncia a empregar, nUmero dedniesr na camada oculta, nimeros de
camadas ocultas, etc.), além do numero de iteragéeeinamento, de forma a evitar
sobreajuste dverfitting); e subconjunto de validagdo do modelo. A técuieadivisdo do
conjunto de treinamento em dois subconjuntos éamdh como validacéo cruzada.

Quanto ao treinamento (leia-se ajuste dos pesaptios), pode ser realizado de uma
forma sequencial ou intermitente. Na forma seqi@ronais utilizada em aplicacdes que
exigem treinamento em tempo real), as atualizag@sspesos da rede séo feitas apds a
apresentacdo de cada exemplo, enquanto no modmiietete a correcao é realizada apoés a
apresentacao de todo o conjunto de exemplos, tiindth umaépoca

Com o intuito de se evitasverfitting durante o treinamento da rede MLP, pode-se
empregar a técnica de parada antecipagirly( stopping, a qual adota o seguinte
procedimento:

- Ap6s um periodo de estimacéo (treinamento), cemesos ajustados € calculado o erro
associado aos dados do subconjunto de validacao;
- Reinicia-se a secao de treinamento enquanto @ arliado acima permanecer em

queda.

A Figura 8 ilustra a técnica:
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Validagao

Erro

Treinamento

i, Ponto de Parada

rd

T
Numero de Epocas

Figura 8: llustracao da técnica de parada antecipada adsogigalidacao cruzada.

Hagan e Menhaj, 1994, propuseram o acoplamentolgtwriteno de Levenberg-
Marquardt ao backpropagation (resultando em um algoritmo hibrido, MBP) para o
treinamento de redes MLP no modo intermitente. gdraéimo MBP se mostrou superior a
outras abordagens de treinamento no modo intertaigumando o nimero de pesos ha rede
MLP né&o ultrapassa algumas centenas (0 que fa@das redes aqui utilizadas).

No algoritmo MBP a atualizacdo na épdcdos pesos durante o treinamento se da

conforme a Equacéo 15 (vide semelhanca com a Eq@ca

w(k+1) =w(k) + 37 (30 + 41|37 (K (15)
Sendo:w — o vetor de pesos sindpticos de dimemsdd — um escalar recalculado a cada
épocak (que garante que a matrigT(k)i(k)hN:seja definida positiva);l — a matriz

identidade;e — o vetor erro, isto €, a diferenca entre os ealanferidos pela rede e os

esperados; — a matriz jacobiana descrita pela Equacao 16:

ow, ow,  ow,
de2) oe(2) de(2)

I=ow  ow, T ow. (16)
L ow,  ow,  ow, |
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Na Equacao 16 fica explicitada a necessidade esapacio de todo o conjumade
exemplos para o célculo da matriz jacobiana, camzehdo o modo intermitente de

treinamento.
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Anexo A

Modelagem do Processo de Refino do Soro

Na figura abaixo se apresenta o fluxograma basicprdcesso de refino do soro que
foi utilizado como referéncia para denominar equigatos e correntes nas secfes do presente
anexo. Todos 0s precos apresentados sdo para déa8€5 Chemical Engineering Plant

Cost Index CEPCI = 468,2) e podem ser atualizados para alanoteresse de acordo com o
indice apropriado.

TK-101 TK-102
UF-101

RO-101 Agua

Al pab Sed

—

s '-><} Lactose
14 :
,—><} CPS
T {M
' a0
T 0 E-103
15 - 101 TK-104  EV-102 SD- 10202 HPS Ev-101 SD-101
26— UF-102
15— 2 23 )~ —» BTPhe
] ] 28
V-2 29 31
TK-103 — T E-104
R-102 Tk-105 R-103 TK-106 ~ EV-103 SD-103

Figura A.1: Fluxograma basico de processo para o refino dodmoueijo.

A.1 - TROCADOR DE CALOR

A.1.1 — Modelo Matematico

O esquema da Figura A.2 representa o trocador t& cansiderado para o
desenvolvimento do modelo matematico.
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Onde:

F — vazdo massica da corrente a ser aquecida,

T', T' — temperatura de entrada e saida da corrente a ser
aguecida;

S — vazao massica do vapor saturado (fluido de
aguecimento);

Tvapor,e— temperatura do vapor saturado.

Figura A.2: Modelo do trocador de calor considerado.

Assumindo que toda energig disponibilizada na mudanca de estado do fluido de
aguecimento de vapor para liquido saturado é atdidizcomo fonte de calor, € possivel
estabelecer a seguinte relacdo pelo balanco dgiardw sistema (Coulson e Richardson,
1996):

vapor, _T”)_(Tva or, _Tl)
qE:UEmE[‘(T POt T _.l_p||'E
In vapor,E |
Tvapor,E _T

Sendo:Ug — o coeficiente global de transferéncia de cali,, — a capacidade calorifica

=F |:([:Fgoro(-_r!x) EQT” _Tl) (Al)

especifica do soro, que € funcdo da temperatura?amiédoperagége do teor de solidos

totaisx.

Isolando a area do trocad8g na Equacgdo A.l, tem-se entdo a relagdo A.2 para

projeto do trocado de calor:

F[CR,(T. ) T" -T")
vaporE _T” ) - (Tvapor,E _Tl)

11
In Tvapor,E -T
Tooroe =T

vaporE

A = (A.2)

Ue

A.1.2 — Custo Fixo

O preco de compra de um trocaddife é funcdo da sua area de troca e pode ser

estimado pelas equacdes A.3 e A.4 (software Sup&esignelr] v3.07):

CF.=716,51A. [US$], para A< 1nf (A.3)
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CF. =716,38[A.°"° [US$], para 1 < A< 100 nf (A.4)

A.1.3 — Custo Operacional

Seu custo operacion@lOg foi calculado pela Equacdo A.5, com base no gesto

vapor de aquecimento:

T, )OQr" -Th
A

Soro

_FI[CP

CO. PrecQa,,, [US$tempo’] (A.5)

vapor, E

SendoAvapere— 0 calor latente especifico do vapor de aqueciongtilizado no trocador.

A.2 - TANQUE DE ARMAZENAMENTO

A.2.1 — Modelo Matematico

O volume de um tanque de armazenamento € funcaerdpo de residéncia do
produto a ser estocadgk e de sua temperatura de armazenamémntoa qual influencia a
densidade do produto a ser estoc@elm, = f(Ttx). Seu volumevrk pode ser calculado de

acordo com a Equacao A.6 (Peters e Timmerhaus)1991

F 1,
psoro(TTK )

SendoF — a vazdo massica da corrente a ser armazenada.

Vi =12 (A6

A.2.2 — Custo Fixo

O preco de compra de um tanque é funcdo do volAsequacdes A.7 a A.9 foram

ajustadas com auxilio do software SuperPro Design8r07:
CF, =481281[V,, [USS$], para ik <3,8n? (A7)

CF,, =319203+37153V,, + 5770V,,° [US$], para 3,8 < ¥k < 35 n? (A.8)
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CF = 4177748- 210441V, + 3130V, > [US$], para 35 < ¥k <200 m (A.9)

Para os tanques de armazenamento nao foi corcdewato operacional.

A.3 — SISTEMAS DE CONCENTRACAO E PURIFICACAO POR
MEMBRANAS

Os métodos de concentracao/purificacdo por membrada microfiltracéo,
ultrafiltracdo e osmose reversa sao atualmentesdecarrente nas industrias de laticinios.
Uma breve descricdo de cada sistema € agora a@@seffoda esta secdo, a menos que
explicitado, foi baseada em Rautenbach e Albrd®&89.

Na microfiltracdo, considerada uma extensao dafilltacéo, as membranas possuem
poros variando de O,im a 10pum. Na planta ilustrada na Figura A.1, a unidade de
microfiltracdo MF-101) propicia a separacdo da gordura presente no isonatura e a
esterilizacéo a frio (Padilla, 2007; Vieira, 2004).

Para a concentracdo do soro é utilizada uma umidked ultrafiltracdo YF-101,
membrana de corte de 10 kDa). Nesse processo, agran@as Sa0 microporosas e 0S
tamanhos nominais dos poros podem variar de Q805 0,1um. Uma outra unidade de
ultrafiltracdo é utilizada para a separagcédo dosiaatidos liberados durante a hidrélise com
CPA (UF-102 membrana de corte de 1 kDa). Neste caso, ertiwetague se opera na pratica
€ uma diafiltracdo: solucéo dialisante (tampaodhasfle sédio 5 mM, pH 7) é adicionada para
promover a lavagem da membrana e permitir que asoaidos permeiem atraveés da
membrana mais facilmente (Vieira, 2004).

Na osmose reversa as membranas sao permeaveia,ares ndo a sais ou moléculas
maiores. Os tamanhos nominais dos poros da membcansiderada “ndo porosa” (poros
muito estreitos), variam de 0,1 nm a 1 nm. No @sceem estudo a osmose reversa é

utilizada para concentracao da lactose (unidR@el0].

A.3.1 — Modelo Matemético

Nos trés casos de filtracdo estudados as forcasze®yue regem 0 processo Sao as
mesmas: gradientes de pressdo e de concentraciioantip o balanco material para o

sistema de filtracdo continuo e definindo o fatercdncentracdo de cada unid&dg como
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sendo a razéo entre as vazfes massicas da alid@hRtagdo concentrad@ e Ji com o fluxo
do permead® através da membran&vide esquema na Figura A.3) tem-se a Equacéa A.10

F=pP+C=J (A+—— (A.10)

Cii

Sendo: o indice= MF, UF ouRO.

MF-10x ou UF-10x ou RO-10x

Onde:
F ; P F — vazéo massica de alimentacéo;
T1 4 X > P —vaz&o massica do permeado;

N

4"—0’

Figura A.3: Esquema simplificado para operacao de sistematidg&io em modo continuo.

C — vazao massica do concentrado.

Chega-se entdo a expressdo A.11 que pode semddiligara estimativa da area de
filtracdo requeridad para processos de micro- e ultrafiltracdo e deogsmneversa operados

de forma continua.

A.3.2 — Custo Fixo

O preco do sistema de concentracdo/purificacdarmonbranas é funcdo da area de
membrana requerida. De acordo com dados fornegidlossimulador SuperPro Desigher

v3.07 e por Silva, 2000, as seguintes correlagiresif utilizadas:

CF,- =3310385(A,,. [US$], para Aur< 5 nf A.12)
CF,, =1365969[A,. " [US$], para5 < Ay <80 nf (A.13)
CF, =6620707[A . [USS$], para A< 5 nf (A.14)
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CF,, =2731938[A . *® [US$], para’5 < A< 80 nf (A.15)
CF., = 2844589[A ., [US$], para Ao< 5 nt A.16)
CFp, = 40979 07 [A ,,°*° [US$], para 5 < Ao< 80 nf (A.17)

A.3.3 — Custo Operacional

Viotto, 1993, relata que o custo com reposicacepatiar entre 14-38% do custo de

compra de uma planta de filtracdo. Assim, admigusa reposicao anual de membrana ao

custo de:
CO,. = O14[CF,. [US$tempd'] (A.18)
CO}. = 026[CF,. [US$tempo’] (A.19)
COh, = 038[CF,, [US$tempc?] (A.20)

Além disso, considerou-se o consumo de eletrieideal custo de 5 kWh por’nde

permeado (Perry e Green, 1997):

- [El_ 1]
Fe, _
CQZ =3 E'W [PrecQieyicidate [USbtempd'] (A.21)

No caso da Equacdo A.21, respeitada as demaisdasiddos seus parametros, a
densidade do sorps,, Na temperatura de operacdo da uniddddeve ser expressa em

unidades de massa pot;mmendo o indice= MF, UF ouRO.
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A.4 — REATORES ENZIMATICOS

A.4.1 — Modelo Mateméatico

As hidrolises enzimaticas do processo de refingato de queijo sdo processadas em
bateladas. Portanto, para calculo do volume dmregienas os valores do volume de soro

processadoyser, € de gel adicionad¥®ye, por batelada séo necessarios (Bieglal, 1997):

VR = Vsoro + Vgel = \éoro (A 22)
1- enzima
pgelc arg aenzima

Sendo:Cenzima— @ concentragdo inicial de enzima no reatarganzima— @ carga enzimatica

no gel de agarosgye — a densidade do gel de agarose.

Na Equacédo A.22 supde-se a porosidade do gel desagaula, o que superestima o
volume do reator a favor da seguranca na estimdgg@apacidade total necessaria. Por outro
lado, tal hipotese permite futuras alteracOes ap@mais nos reatores como, por exemplo,

aumentos na razao enzima/substrato.

A.4.2 — Custo Fixo

Conforme Peters e Timmerhaus, 1991, para um reatoragitacdo, encamisado, de

aco inoxidavel e pressdo maxima de trabalho dat&)4 a correlacéo é:

CF, = 25365230/, [US$], para 1 <\%< 30 nt (A.23)

A.4.3 — Custo Operacional

Para o calculo do custo operacional referente aomefoi considerado o custo com a

reposicao do catalisador imobilizado em gel deasgapor batelada:

mass@el [(Preg%el + Cargaenzima[ Preggnzimg
G = N

C [US$hatelada'] (A.24)

batelada

Sendo:massge. — a massa de gel utilizada por bateladaga.n.ima— @ quantidade de enzima
imobilizada por massa de géaeiadga— 0 NUMero de bateladas em que a quantidade de
catalisador adicionada se iguala a quantidadealrjegquacéo A.24a).
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1
Nbatelada = T (A24a)
1 -e T catalisador

Sendo:7z — 0 tempo de reacao por bateladaaisador— 0 tempo caracteristico do catalisador
(listado na Tabela A.1).

Tabela A.1: Tempo caracteristico do catalisad@aiisador €Sta relacionado com o

tempo de meia-vida do catalisador pREialisador= T1/2/-IN(1/2).

Reator Catalisador Tcatalisador (N)
— 2151

R-101 | Alcalasél-glioxil-agarose | o ioli 2003).
o o 1909

R-102 | Quimotripsina-glioxil-agarose (Galvao, 2004)
359,1

R-103 CPA-glioxil-agarose (Tardioli, 2003)

Também foi possivel estimar os gastos com en@aia agitacdo e com vapor para

aquecimento de cada reator, equacdes A.25 e Aspéacvamente:

Coé = 15V, T PrecQiciage [US$batelada™] ALD)

Sendo:Vk — 0 volume do reator em3nzz — o tempo de reacdo por batelada; o fator
multiplicativo 1,5 refere-se ao consumo médio de K\ por ni de volume dtil do reator
(Walas, 1990).

(U, TA, [(T =T
COS: s R Aj ( vapor,R R) EPfeQQ,apor [US$.bate|adajl] (A26)

vapor,R
Sendo:7r — 0 tempo de reacao por batelada;— o coeficiente global de transferéncia de
calor; Ar — a area de trocdigr — a temperatura no reatAhapor,r — @ temperatura do vapor
saturado;Avapor,r— O calor latente especifico do vapor utilizadoaguecimento do reator

(assumindo que o vapor deixa a camisa do reatoo tigmido saturado).

A.5 - EVAPORADOR

A pré-concentracdo da solucdo em um evaporadoange a vacuo se fez necessaria
para que a solucdo alimentada ao secador por a&o#&azivesse seu teor de solidos totais
concentrado de aproximadamente 18 para 40% (Pis2@&%; Masters, 1979). A operacao de
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evaporadores a vacuo € comum na industria de alisepois a pressdes reduzidas a
temperatura de ebulicdo da solucao é relativantmika, reduzindo os riscos de degradacao
térmica do produto (Earle, 1983).

A.5.1 — Modelo Matematico

O esquema de evaporador representado na Figura féi.4utilizado no
desenvolvimento do modelo matematico do mesmo.chbaisidera¢fes foram adotadas:
- estado estacionario;
- 0 vapor de aquecimen®encontra-se saturado e deixa o evaporador comiodigaturado;
- ndo ha perdas de calor para o ambiente.
- a elevacdo no ponto de ebulicdo é desprezivel.

EV-10x Onde: ) o )
F, Tr e X — vazdo massica, temperatura e fracao
S ] massica de soélidos da corrente a ser concentrada;
Tvapor,Ev L, Tev € X — vazdo massica, temperatura e fracdo
massica de solidos da corrente concentrada;
FT V e Tey — vazdo massica e temperatura do vapor
’—FK .
Xr produzido;

S, Tvapor,ev— Vaz&ao massica e temperatura do vapor
Tvapor,EV saturado.

Figura A.4: Esquema simplificado de evaporador.

Para um evaporador continuo, os balancos de rgkdsd e de soluto ficam:

F=L+V (A.27a)

Fix =LIx (A.27D)

Aplicando o balango de energia ao sistema e supguedodo o calor fornecido pelo
vapor saturadgey € utilizado para evaporacao da solucao:

Oev = /]vapor,EV [S= UEv [AEV [(Tvapor,EV _TEV) (A'28)
Sendo: Avapor,ev— O calor latente especifico do vapor de aquecimnsaturado utilizado no

evaporador{Jey — 0 coeficiente global de transferéncia de calor.
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Definindo a economia do evaporadfy, como a relacdo entre a quantidade de vapor
produzida no evaporaddte a quantidade de vapor de aquecimento alimeatagaaporador
S (Egv = VIS valor tipico de 0,95; Coulson e Richardson, 199@ubstituindo as equacdes
A.27a e A.27b na Equacéo A.28, foi possivel calcalarea de troca térmica do evaporador

de um unico efeitdgy de acordo com a Equacao A.29 (Earle, 1983):

AEV /]vapor,Ev [F - )[1_ X_FJ (A29)
EV

EEV W EV HTV

apor,EV -

A.5.2 — Custo Fixo

A éarea de troca térmica de um evaporador detersénapreco de compra (Silva,
2000):

CF., =7865605 [US$], para Ay < 3 nf (A.30)

A funcdo constante da Equacédo A.30 é valida peapazadores com areas de troca

inferiores a 3 M o caso neste trabalho.

A.5.3 — Custo Operacional

O custo operacional do evaporador foi calculado base em seu gasto com vapor de

agueciment.

COy, = F [El—;((—F] (Pre¢Q,,, [US$tempo’] Aa)

L

A.6 — SECADOR POR ATOMIZACAO

A utilizacdo do secador por atomizacdo na plaata por finalidade a secagem,
remocao da umidade em excesso, do concentrado.Ulista etapa € de uso corrente na
industria de lacticinios para obtencdo do prodinal fem po, facilitando a estocagem e
prolongando a conservagdo do mesmo (Pisecky, Z@3tenbach e Albrecht, 1989). Em
Masters, 1979, uma ampla fundamentacdo teoricaesobmprocesso de secagem por

atomizacao é apresentada, assim como a derivagaodiglo matematico exposto a seguir.
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A.6.1 — Modelo Mateméatico

Para determinacdo do didmetro do secddes, sua dimensdo caracteristica, trés
etapas de calculos sdo necessérias, a saber: @ wanénétrica de ar secante, o volume de

sua carcaca e finalmente o diametro da mesmaéA®tapas sao apresentadas a seguir.

Vazéao de volumétrica de ar

Considerando o esquema de secador da Figura AénisaMs unidades de massa de
sélido seco por unidade de tempo a uma temperdtiirantrando no secador em uma
suspenséo contendld' unidades de agua por unidades de sélido seco asarfiamidade em
base seca). A suspenséo deixa o secadoMémmidades em base seca a uma temperatura
Ts'. Ar seco é fornecido ao sistema a uma vazdo naéssicuma temperaturd,' e umidade
absolutaHa'. O mesmo ar permanece no secador por um deternteatpo de residéncia

Tsp, deixando-o0 a uma temperatid' e umidade absolutds,".

I I I MS) TSII hS|) WS|
Gar, Tar, har, Har

Gar, Tar”, har”, Har”

-

MS) Slll Slll WS”

Figura A.5: Modelo de secador por atomizacgéo utilizado.

Aplicando o balan¢co material de umidade para ersiat

MS uvvsl _Ws” ) = I:ar |JHarII - Harl) (A32)

Analogamente, aplicando o balango de energiaaragwlo perdas para o ambiente:

Far Eharl + M S |:hsl = Far |:ha\r” + M S |:hs” (A33)

Sendoh; — as entalpias especificas de cada corrente:
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h' =CR(T ) AT T +Ha' [CRapo(T ) T, ~Toer) + Aporoe Har (A.332)
he' =CR(T )W, ~Te) *Hy CRapoTer VAT T +Aupooc Ha'  (A33D)
h' =CR,, (T, X ) [T, ~T.) +W [T, (1) AT -T.,) (A.33c)
h' =Cp, (' X') AT T ) +W' [T, (T.) WL, ~T) (A.33d)

Sendo:Cpar, Cpuapos Cphsoro € CPsgua respectivamente, as capacidades calorificas iéispsc
do ar, do vapor de agua, do soro e da dfua:- a temperatura de referéncia para os valores
dos calores especificos;— teor de sélidos totais, que se relaciona cormidlade em base
secaWd por: We = (1 — X)/X; Avapor,0cé 0 calor latente especifico de vaporizagéo da adu

°C.

Em um problema tipico de projeto, no sistema deaebes descrito pelas equacdes
A.32 e A.33 desconhecem-$&, e Hy'. IsolandoHa,"
substituindo em A.33 as demais equacfes com teiimpsojeto conhecidos, tem-se pBga

nas equacdes A.32 e A33b e

_M - hsl + hs” + Cp/apor(Tar” ) mar” - ref) mWsl _Vvs” ) +Avapor,0°C mvvsl _Vvs” )
N ® - harI +Cpar (TarII ) m-l_arII _Tref) + Cp/apor(-l_arII ) m-l_arII - ref) |:lHarI +/1vapor.0°C |:lHarI
(A.34)

Finalmente, pela equacdo A.35 foi calculada a wazdlumétrica de ar secante

necessari&a,:

F
ar (A.35)

o g

Sendo;p,; — a densidade do ar na sua temperatura média.

G

Célculo do volume util da carcaca e de seu diametro

Considerado que o tempo de residéncia médio de@nte7sp € de 24 s para
produtos da industria de lacticinios (consulta @reisa Niro A/S, Dinamarca), estimou-se o
volume util da carcag¥sp pela seguinte relagéo:

Ve, =G, T (A.36)
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Um esquema geométrico tipico para projetos de seeadpor atomizagdo €

representado na Figura A.6:

hsp

h
Figura A.6: Esquema geométrico para projeto de secadoresquizat;ao.
Por semelhanca de triangulos foi possivel estabele seguinte relacdo enwep e

seu diametr®sp (assumindo para fim de projeiep = 3Dsp):

I
4Vg,

”[€3+ tg (60°)j
6

A.6.2 — Custo Fixo

D., = (A.37)

O custo fixo do secador por atomizacdo € calculeelas equacdes A.38 e A.39
(SuperPro Designérv3.07):

CFy, = 7244028(Dg, [US$], para Rp< 0.6 m (A-38)

CFgs, =101704 50 D¢, [US$], para 0.6 < g <10 m (A.39)

A.6.3 —Custo Operaciona

O custo operacional do secador foi estimado come b&rt® seu consumo de
eletricidade, de ar, e de vapor para aquecimentar d@spectivamente, equacdes A.40, A.41
e A42.

CO:, =0,258[M ¢ [{L+W.") [Prego,  iugase  [USStempac?] (A.40)
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Sendo:Ms — expresso em kg de sélido por unidade de temgaton multiplicativo 0,258
(expresso em kWh por kg de sélido) foi propostopeters, 2005.

COZ, =G, [Precq, [US$tempao’] (A.41)
|
Far m:Par (WJ HTalr _Tamb)
COZ, = y [PrecQ,,, [US$tempo’] (A.42)

vapor,SD
Sendo: Tamp — @ temperatura do ar ambiendeiporsp — 0 calor latente especifico de

vaporizacao do vapor utilizado.

A.7 — DADOS DE PROCESSO

A.7.1 — Condic¢des Operacionais dos Equipamentos a Blanta

Trocador de Calor

Tvapor,e= 169,95 °C (Coulson e Richardson, 1996).
E-101: T, =20 °C; T =50 °C; x = 0,06.

E-102: 11 =25°C; T2=50°C; %1 =0,4.

E-103: Tig =25 °C; T9o=50°C; x5 = 0,4.

E-104: T)9 = 25 °C; ko =50 °C; %9 = 0,4.

Tangue de Armazenamento

TK-101: Ttk = 50 °C;trk = 18 horas.
TK-102: Ttk = 25 °C;trk = 18 horas.
TK-103: Ttk = 20 °C;t1¢ = 12 horas.
TK-104: Ttk = 25 °C;11x = 4 horas.

TK-105: Ttk = 25 °C;trk = 24 horas.

TK-106: Ttk = 25 °C;11x = 9 horas.
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Sistemas de Concentracdo e Purificacdo por Membrana

MF-101: J = 625 L.M.h™"; Fc = 15 (Rautenbach e Albrecht, 1989).
UF-101: J = 50 L.i.hY%; Fe = 10 (Vieira, 2004).

UF-102: J = 5 L.if.hY; Fe = 4 (Padilla, 2007).

RO-101: J = 40 L.AAh™ Fc = 10 (Rautenbach e Albrecht, 1989).

Reator Enzimatico

Tvapor,r= 169,95 °C (Perry e Green, 1997).

R-101: Tr = 50 °C (Tardioli, 2003).

R-102: Tr = 55 °C (Galvéao, 2004).

R-103: Tr = 45 °C (Tardioli, 2003).

Evaporador

Tvapor,ev= 132,84 °C (Earle, 1983).

EV-101: Tey = 35 °C; % = 0,18; %1 = 0,4 (Pisecky, 2005).
EV-102: Tev = 35 °C; %7 = 0,18; %5 = 0,4 (Pisecky, 2005).
EV-103: Tey = 35 °C; %5 = 0,06; %9 = 0,4 (Pisecky, 2005).

Secador por Atomizacao

Tamb=25°C;

Tor = 180 °C; T = 70 °C (Biichi, 2002).

SD-101: > =50 °C; T3= 70 °C; %, = 0,4; 3= 0,91 (Pisecky, 2005).

SD-102: 9 =50 °C; o = 70 °C; %9 = 0,4; %0 = 0,91 (Pisecky, 2005).

SD-103: Ko =50 °C; 1= 70 °C; %0 = 0,4; %1 = 0,91 (Pisecky, 2005).
A.7.2 — Critérios e Equacdes para Avaliacdo Econdioa

- operacdo da planta: 24 hdj865 dia.and;

- tempo de vida do projeto: 15 anos;

- impostos: 15% sobre as vendas e 30% sobre omenth liquido (valores proximos aos
pagos no pais pelas industrias alimenticias); Neb cda producdo de BTPhe, produto
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farmacéutico com demanda porém nao produzido r& pddtou-se impostos de 5% sobre as
vendas e 25% sobre o rendimento liquido.

Estimativa do Investimento em Capital Fix¢GF

ICF = 413) C,, (Peters e Timmerhaus, 1991)
i=1

Sendo:ngg — 0 numero total de equipamentos considerados paabacido econdmica da
planta; C.,— o custo do equipamento i (entregue no sitio ddygao).

Estimativa do Custo Operacional Tot@@OT

COT= ZI.,ZSDZ:COI +01890CF + 273[CMO (Turtonet al, 1998)
i=1

Sendo:CO - o custo operacional de cada equipamento (maradereletricidade, vapor,
etc.); CMO - o valor despendido com mao-de-obra.

Valor despendido com mao-de-obi@MO
O numero de operarios por turN@pTfoi estimado com base na Tabela A.2:

Tabela A.2 Valores para estimativa do niumero de operariosegoipamento por

turno (Turtonet al, 1998; Peters e Timmerhaus, 1991).

Equipamento Operario por Equipamento por Turno
Tanque de Armazenamento 0
Evaporador 0,1
Sistema de Filtracdo 0,25
Trocador de Calor 0,3
Secador por Atomizacéo 1
Reator (batelada) 1

CMO = 45[NOpT [Balério,,, (Turtonet al, 1998)

Sendo: NOpT — o numero de operario por equipampotdurno;Salarionno — 0 montante
despendido por operario em um ano de trabalhopasdo o pagamento de US$ 3 por hora
de trabalho:

US$ mhora 4 d|:o1 12 més_ 6912,00US$

Salario,,, =3 :
hora dia meé: anc anc

Limites de Mercado

- LMcps= 2,76x16 kg.and" (http://aliceweb.desenvolvimento.gov.br).

- LMpps = 3,05x10 kg.ané" (http://aliceweb.desenvolvimento.gov.br).
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- LMgTphe= 3,32x10 kg.and'; com taxa de incidéncia média para a PKU de ladn c
10000 recém nascidos (Mira e Marquez, 2000), estisgoo consumo no pais de 0,5 kg por
més para criancas portadoras de PKU entre O e dsl (@aproximadamente 29% do total da
populacao brasileira; http://www.ibge.gov.br).

A.7.3 — Precos de Utilidades, Enzimas e Produtos

Os precos de utilidades listados foram atualizpdoa o ano de andlise de acordo com
indices apropriados.

Precq, = 0,006 US$.kg" (Peters e Timmerhaus, 1991).

PrecQieticidade= 0,08 US$.KWH (Peters e Timmerhaus, 1991).

Pre¢Qapor= 0,01 USSJS.kglpo;1 (Peters e Timmerhaus, 1991).

Prec@e = 584,00 US$.I<<5;;|'1 (80 % do preco referente a maior quantia dispbnaoia
comercialmente pela empresa, consulta a empresa Mahnology, Sdo Paulo , SP, cédigo
do produto CL6B200).

PrecQycaiase = 0,13 US$.Waee™ (80 % do preco referente & maior quantia dispbnétuia
comercialmente pela empresa, consulta a empresa Mahnology, Sdo Paulo , SP, cédigo
do produto P4860).

Pre¢@uimotripsina = 1,14 US$.mguimotripSm;1 (80 % do preco referente a maior quantia
disponibilizada comercialmente pela empresa, ctamsulempresa Main Technology, Séo
Paulo , SP, cédigo do produto C3142).

Precgpa = 0,03 US$.UpHe' (80 % do preco referente & maior quantia dispbzétoia
comercialmente pela empresa, consulta a empresa Mahnology, Sdo Paulo , SP, cédigo
do produto C9268).

Pre¢@actose= 0,43 US$-kgictosél-

Prec@ps= 5,73 US$.kges™.

Preceps= 23,57 US$.kges™.

Prec@rphe= 400,00 US$.kgrpne .
A.7.4 — Propriedades Fisicas das Substancias

Capacidade Calorifica

Cp, =961,810° +1,64810™T - 458,71 %; kJ.kg".K™; T em kelvins (Smith et al., 2000).
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CPigea = 4,023+ 5,774 10T - 8,314.10°T 2; kJ.kg" .K™; T em kelvins (Smith et al., 2000).
CPuapor = 1602 + 6,697 10T -5588,9T 7 ; kJ.kg".K™; T em kelvins (Smith et al., 2000).

CPuyro (T, X) =1505.x + 1,958 10 °.xT — 1,526x10°.xT 2 + CP, ,(T).1- x) ; kJ.kg K™ T em

Kelvins; x é o teor de sdlidos totais — massa dids@or massa total da suspensao (Singh e
Heldman, 2001)

Coeficiente Global de Transferéncia de Calor

Ug = 9900 kJ.H.m?2.K™ (Biegler et al., 1997).
Ug = 4590 kJ.H.m?.K™ (Perry e Green, 1997).
Ugy = 21600 kJ.H.m?2.K™ (Earle, 1983).

Calor Latente Especifico de Vaporizacéo

Avapor£= 2048,08 kJ.Kg (Smith et al., 2000).
Avaporr= 2048,08 kJ.Kg (Smith et al., 2000).
Avaporev= 2165,32 kJ.Kg (Smith et al., 2000).
Avapor0ec= 2502 kJ.kg (Masters, 1979).

Densidade do soro

Psord T) = 1045,14 — 0,37.T; kg.th T em °C (Padilla, 2007).
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Anexo B

Listagem dos Métodos de Otimizacdo Estocasticos

Abaixo sdo listados, em linguagem FORTRAN, os tnéstodos de otimizagdo
utilizados: evolucao diferencial, enxame de paldesimulated annealing

B.1 — Evolucao Diferencial

subroutine DE(nE,Xglobal,iD,Cglobal,it, zZTempo,Cprog J[fParcial)
IMPLICIT REAL*8 (A-H,0-2)
PARAMETER(NVec1=20,NVec2=620,NVec3=6e3)
Parameter(mP = 150)

dimension alb(NVecl),aub(NVecl),X(mP,NVecl),Par(NV ecl),C(mP)
dimension ind(mP),Xglobal(NVecl),Xn(NVecl),Xt(mP,N Vecl),0b(NVecl)
dimension aUBT(mP,NVecl),aLBT(mP,NVecl),Cprog(NVec 3),fParcial(10)

dimension Cparcial(mP,10),Caux(10)
¢ Variables for subroutine date_and_time

integer time_array_0(8), time_array_1(8)
real start_time, finish_time

OPEN(unit=1,File="fiddleDE.txt', STATUS='OLD')
read(1,*) iD, iPop
read(1,*) (alb(i),i=1,iD)
read(1,*) (aub(i),i=1,iD)
read(1,*) itMax,fMin,maxiCR
read(1,*) iCR
read(1,*) ibest
read(1,*) CR

read(1,*) F

read(1,*) (ob(i),i=1,iD)
read(1,*) porcl,porc2

close(1)

maxItDec = nint(1.5d0*dble(maxiCR))

¢ geralimites

doi=1,iPop
cond = geraRandom()
doj=1,D
if (cond.le.porc2) then
aLBT(i,j) = alb(j)
aUBT(i,j) = aub(j)
else
aLBT(i,j) = (1.dO - porcl)*ob(j)
aUBT(i,j) = (1.d0 + porc1)*ob(j)
end if
end do
end do
c gera populacao X
doi=1,iPop
cond = geraRandom()
doj=1,D
X(i,j) = aLBT(i,j) + (@UBT(i,j) - aLBT(i,j))*ger aRandom()
Par(j) = X(i,j)
end do
c avalia individuo
call funcaol(iD,alb,aub,Par,soma,Caux)
C(i) = soma
dok=1,NE
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Cparcial(i,k) = Caux(k)
end do
end do

¢ encontra melhor
call sort(C,iPop,ind)
if (ibest.gt.0) then
ibest = ind(1)
end if
Cglobal = C(ind());
doj=1,D
Xglobal(j) = X(ind(1),j)
end do
dok=1,nE
fParcial(k) = Cparcial(ind(1),k)
end do

OPEN(unit=10,File="Xglobal.dat',STATUS="unknown")
write(10,1) (Xglobal(j),j=1,iD)
close(10)

1 FORMAT(15(E11.6, 2X))

istop =0
it=1
itDec =1
iM =30

zTempo = 0.d0
do while (istop.eq.0)

call date_and_time(values=time_array_0)
start_time = time_array_0 (5) * 3600 + time_a rray_0 (6) * 60
# +time_array_O (7) + 0.001 * time_array_ 0(8)

if (it.ge.iM) then
iM =iM + 30
write(*,*) it,Cglobal
end if

if (it.le.NVec3) then
Cprog(it) = Cglobal
else
doi=1,NVec3-1
Cprog(i) = Cprog(i+1)
end do
Cprog(NVec3) = Cglobal
end if

doi=1,iPop
c Seleciona 3 individuos distintos
ia=i
do while((ia ==i).or.(ib ==i).or.(ic == i).or.
# (ia ==ib).or.(ib ==ic).or.(ic == ia))
ia = nint(1.d0 + (dble(iPop) - 1.d0)*geraRandom 0)
ib = nint(1.d0 + (dble(iPop) - 1.d0)*geraRandom 0)
ic = nint(1.d0 + (dble(iPop) - 1.d0)*geraRandom 0)
end do
c Realiza Mutacao e Crossover
p = geraRandom()
if ICR.eq.0) then
if (p.It.CR) then
if (ibest.gt.0) then
doj=1,D
Xn(j) = X(ibest,j) + F*(X(ib,j) - X(ic,j))
end do
else
doj=1,D
Xn(j) = X(ia,j) + F*(X(ib,j) - X(ic,j))
end do
end if
else
doj=1,D
Xt(i.j) = X(i.J)
end do
ir = nint(1.d0 + (dble(iD) - 1.d0)*geraRandom( )
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if (ibest.gt.0) then

Xt(i,ir) = X(ibest,ir) + F*(X(ib,ir) - X(ic,i r)
else
Xt(i,ir) = X(ia,ir) + F*(X(ib,ir) - X(ic,ir))
end if
end if
else
if (ibest.gt.0) then
doj=1,D
Xn(j) = X(ibest,j) + F*(X(ib,j) - X(ic,j))
end do
else
doj=1,D
Xn(j) = X(ia,j) + F*(X(ib,j) - X(ic,j))
end do
end if
ir = nint(1.d0 + (dble(iD) - 1.d0)*geraRandom() )
doj=1,D
Xt(i,j) = Xn(j)
if ((p.ge.CR).or.(j.ne.ir)) then
Xt(i.j) = X(i.J)
end if
end do
end if
checa limites
doj=1,D
if (Xt(i,j).It.alb(j)) then
Xt(i,j) = aLBT(i,j)
elseif (Xt(i,j).gt.aub(j)) then
Xt(i,j) = aUBT(i,j)
end if
end do

end do
Realiza Selecao para a proxima geracao

doi=1,iPop
doj=1,D
Par(j) = Xt(i,j)
end do
avalia individuo
call funcaol(iD,alb,aub,Par,soma,Caux)
Ctemp = soma

se estiver na restricao - penaliza fo bj
iPen =0
doj=1,D
if (Xt(i,j).le.alb(j)) then
iPen=1
elseif (Xt(i,j).ge.aub(j)) then
iPen=1
end if
end do
if (iPen.eq.1) then
Ctemp = 2*Ctemp
end if

if (Ctemp.It.C(i)) then
C(i) = Ctemp
do k=1,nE
Cparcial(i,k) = Caux(k)
end do
doj=1,D
X(i,j) = Xt(i.j)
end do
end if
end do
encontra melhor
call sort(C,iPop,ind)
if (ibest.gt.0) then
ibest = ind(1)
end if
Cmin = C(ind(2));
if (Cmin.lt.Cglobal) then
itDec =0
Cglobal = Cmin
doj=1,D
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Xglobal(j) = X(ind(1),j)
end do
do k=1,nE
fParcial(k) = Cparcial(ind(1),k)
end do
OPEN(unit=10,File="Xglobal.dat',STATUS="unknown' )
write(10,1) (Xglobal(j),j=1,iD)
close(10)
write(*,*) it,Cglobal
end if

t=it+1
itDec = itDec + 1

if (itDec.ge.maxiCR) then

if (ibest.gt.0) then
ibest =0
else
ibest = ind(1)
end if
end if
if (it.ge.itMax) then
istop =1
end if
if (Cglobal.le.fMin) then
istop =1
end if
if (itDec.ge.maxlItDec) then
istop=1
end if
call date_and_time(values=time_array_1)
finish_time = time_array_1 (5) * 3600 + time_ array_1 (6) * 60
# +time_array_1 (7) + 0.001 * time_array ~1(8)
zTempo = zTempo + (finish_time - start_time)
end do
it=it-1

zTempo = zTempo/dble(it)

return
end subroutine DE

B.2 — Enxame de Particulas

subroutine PSO(nE,Pglobal,iD,Cglobal,it,zZTempo,Cpro g,fParcial)
IMPLICIT REAL*8 (A-H,0-2)
PARAMETER(NVec1=20,NVec2=620,NVec3=6e3)
Parameter(mP = 150)

dimension alb(NVecl),aub(NVecl),Pi(mP,NVecl),Par(N Vecl),C(mP)
dimension ind(mP),Pglobal(NVecl),X(mP,NVecl),0b(NV ecl)
dimension aUBT(mP,NVecl),aLBT(mP,NVecl),Cprog(NVec 3),fParcial(10)

dimension Cparcial(mP,10),Caux(10),vel(mP,NVecl)
¢ Variables for subroutine date_and_time

integer time_array_0(8), time_array_1(8)
real start_time, finish_time

OPEN(unit=1,File="fiddlePSO.txt', STATUS='OLD')
read(1,*) iD, iPop
read(1,*) (alb(i),i=1,iD)
read(1,*) (aub(i),i=1,iD)
read(1,*) itMax,fMin,maxiCR
read(1,*) wi_min,wi_max
read(1,*) c1,c2
read(1,*) (ob(i),i=1,iD)
read(1,*) porcl,porc2
close(1)

maxItDec = nint(1.5d0*dble(maxiCR))

¢ geralimites
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doi=1,iPop
cond = geraRandom()
doj=1,D
if (cond.le.porc2) then
aLBT(i,j) = alb(j)
aUBT(i,j) = aub(j)
else
aLBT(i,j) = (1.dO - porcl)*ob(j)
aUBT(i,j) = (1.d0 + porcl)*ob(j)
end if
end do
end do

gera populacao Pi e velocidades

doi=1,iPop

cond = geraRandom()

doj=1,D
Pi(i,j) = aLBT(i,j) + (@UBT(i,j) - aLBT(i,j))*ge raRandom()
X(i.j) = Pi(i.j)
Par(j) = X(i,j)
vel(i,j) = 0.d0

end do

avalia individuo
call funcaol(iD,alb,aub,Par,soma,Caux)
C(i) = soma
dok=1,NE
Cparcial(i,k) = Caux(k)
end do
end do

encontra melhor
call sort(C,iPop,ind)

ibest = ind(1)
Cglobal = C(ind(1))
Cmin = Cglobal
doj=1,D
Pglobal(j) = Pi(ind(1),))
end do
do k=1,nE
fParcial(k) = Cparcial(ind(1),k)
end do

OPEN(unit=10,File="Pglobal.dat',STATUS="unknown")
write(10,1) (Pglobal(j),j=1,iD)
close(10)

FORMAT(15(E11.6, 2X))

istop =0
it=1
itDec =1
iM =30

zTempo = 0.d0
do while (istop.eq.0)

call date_and_time(values=time_array_0)
start_time = time_array_0 (5) * 3600 + time_a rray_0 (6) * 60
# +time_array_0 (7) + 0.001 * time_array_ 0(8)

if (it.ge.iM) then
iM =iM + 30
write(*,*) it,Cglobal
end if

if (it.le.NVec3) then
Cprog(it) = Cglobal

else
doi=1,NVec3-1
Cprog(i) = Cprog(i+1)
end do
Cprog(NVec3) = Cglobal
end if
wi = wi_max - (wi_max - wi_min)*dble(it)/dble(itM ax)
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doi=1,iPop
atualiza posicao e velocidade do individuo
doj=1,D

rl = geraRandom()
r2 = geraRandom()
vel(i,j) = wi*vel(i,j) +
c1*r1*(pi(i,j) - X(i,j)) + c2*r2*(Pglobal( NERM)]
checa limites da velocidades - ev itar movimentos "bruscos"
if ((X(@i,j) + vel(i,j)).It.alb(j)) then
vel(i,j) = alb(j) - X(i,j)
elseif ((X(i,j) + vel(i,j)).gt.aub(j)) then
vel(i,j) = aub(j) - X(i,j)
end if

X(1.j) = X(i.j) + vel(ij)
if (X(i,j).It.alb(j)) then
X(i,j) = aLBT(i,j)
elseif (X(i,j).gt.aub(j)) then
X(i,j) = aUBT(i,j)
end if
Par(j) = X(i.))
end do
checando desempenho do individuo
call funcaol(iD,alb,aub,Par,soma,Caux )
se estiver na restricao - penaliza fo bj
iPen=0
doj=1,D
if (X(i,j).le.alb(j)) then
iPen=1
elseif (X(i,j).ge.aub(j)) then
iPen=1
end if
end do
if (iPen.eq.1) then
soma = 2.d0*soma

end if
if (soma.lt.C(i)) then
C(i) = soma
doj=1,D
Pi(i.j) = X(i.j)
end do
dok=1,nE
Cparcial(i,k) = Caux(k)
end do
end if

checando desempenho do grupo

if (C(i).It.Cglobal) then
ibest =i
Cglobal = C(i)
doj=1,D

Pglobal(j) = Pi(i.j)

end do

end if

end do

if (Cmin.gt.Cglobal) then
itbec =0
Cmin = Cglobal
do k=1,nE

fParcial(k) = Cparcial(ibest,k)

end do
OPEN(unit=10,File="Pglobal.dat',STATUS="unknown' )
write(10,1) (Pglobal(j),j=1,iD)
close(10)
write(*,*) it,Cglobal

end if

if (itDec.ge.maxiCR) then
perturba novamente populacao
doi=1,iPop
if (i.ne.ibest) then
cond = geraRandom()
doj=1,D
Pi(i,j) = aLBT(i,j) + (@UBT(i,j) - aLBT(i,j))*ge raRandom()
X(i.j) = Pi(i.))
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Par(j) = X(i.))
vel(i,j) = 0.d0
end do
c avalia individuo
call funcaol(iD,alb,aub,Par,soma,Caux)
C(i) = soma
dok=1,NE
Cparcial(i,k) = Caux(k)
end do
end if
end do
end if

t=it+1
itDec = itDec + 1

if (it.ge.itMax) then

istop=1
end if
if (Cglobal.le.fMin) then
istop=1
end if
if (itDec.ge.maxl|tDec) then
istop =1
end if
call date_and_time(values=time_array_1)
finish_time = time_array_1 (5) * 3600 + time_ array_1 (6) * 60
# +time_array_1 (7) + 0.001 * time_array _1(8)
zTempo = zTempo + (finish_time - start_time)
end do
it=it-1

zTempo = zTempo/dble(it)

return
end subroutine PSO

B.3 — Simulated Annealing

subroutine SA(nE, Xopt,iD,Cglobal,it,zZTempo,Cprog,fP arcial)
IMPLICIT REAL*8 (A-H,0-2)
PARAMETER(NVec1=20,NVec2=620,NVec3=6e3)
Parameter(mP = 150)
dimension alb(NVecl),aub(NVec1l)
dimension ind(mP),X(NVecl),Xopt(NVecl),Xn(NVecl),o b(NVecl)
dimension aUBT(NVecl),aLBT(NVec1),Cprog(100000),fP arcial(10)
dimension Caux(10)

¢ Variables for subroutine date_and_time

integer time_array_0(8), time_array_1(8)
real start_time, finish_time

OPEN(unit=1,File="fiddleSA.txt',STATUS="OLD")
read(1,*) iD
read(1,*) (alb(i),i=1,iD)
read(1,*) (aub(i),i=1,iD)
read(1,*) itMax,fMin,maxiCR
read(1,*) TO,Tmin
read(1,*) alpha,aviz,imetDecT
read(1,*) (ob(i),i=1,iD)
read(1,*) porcl,porc2
close(1)

maxItDec = nint(1.5d0*dble(maxiCR))
¢ geralimites
doj=1,D
aLBT(j) = (1.dO - porcl)*ob(j)
aUBT(j) = (1.d0 + porcl)*ob(j)
end do
T=T0
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c avalia fobj
doj=1,D
X(j) = aLBT(j) + (aUBT(j) - aLBT(j))*geraRandom()
Xopt(j) = X(j)
end do

call funcaol(iD,alb,aub,Xopt,soma,Caux)
C =soma
Cglobal = soma
do k=1,NE
fParcial(k) = Caux(k)
end do

OPEN(unit=10,File="Xopt.dat',STATUS="unknown’)
write(10,1) (Xopt(j),j=1,iD)
close(10)

1 FORMAT(15(E11.6, 2X))

istop =0

it=1

itDec =1

iM =300

aKe = 1.d0
icontaEven = 2
zTempo = 0.d0

viz = aviz
do while (istop.eq.0)

call date_and_time(values=time_array_0)
start_time =time_array_0 (5) * 3600 + time_a rray_0 (6) * 60
# +time_array_0 (7) + 0.001 * time_array_ 0(8)

if (it.ge.iM) then
iM =iM + 300
write(*,*) it,Cglobal
end if

if (it.le.NVec3) then
Cprog(it) = Cglobal

else
doi=1,NVec3-1
Cprog(i) = Cprog(i+1)
end do
Cprog(NVec3) = Cglobal
end if
c gera limites
doj=1,D
cond = geraRandom()
if (cond.le.porc2) then
aLBT(j) = alb(j)
aUBT(j) = aub(j)
else
aLBT(j) = (1.dO - porc1)*ob(j)
aUBT(j) = (1.d0 + porcl)*ab(j)
end if
end do
c escolhe proximo estado

if ((viz.gt.0.99d0).and.(viz.1t.10.d0)) then
if (it.eq.icontaEven) then
aKe = aKe*alpha
aK = aKe
icontaEven = icontaEven + 2

else
aK =1.d0
end if
end if
doj=1,D
Xp = - 987.d0
iTent=1

do while (xp.eq.-987.d0)
if (viz.It.0.99d0) then
xp = X(j) + (-viz + 2.d0*viz*geraRandom())*X(j )
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iViz=1
elseif ((viz.gt.0.99d0).and.(viz.It.10.d0)) the n
xp = X(j) + (0.5d0 - geraRandom())*
# aK*(aub(j) - alb(j))
iViz=2
else
xp = aLBT(j) + (@UBT(j) - aLBT(j))*geraRandom( )
iViz=3
end if
c
if ((xp.le.alb(j)).or.(xp.ge.aub(j))) then
Xp = -987.d0
end if
if (iTent.ge.500) then
xp = aLBT(j) + (aUBT(j) - aLBT(j))*geraRandom( )
end if
iTent=iTent+ 1
end do
Xn(j) = xp
end do
c avalia novo estado
call funcaol(iD,alb,aub,Xn,soma,Caux)
c se estiver na restricao - penaliza fobj
iPen=0
doj=1,D
if (X(j).le.alb(j)) then
iPen=1
elseif (X(j).ge.aub(j)) then
iPen=1
end if
end do
if (iPen.eq.1) then
soma = 2.d0*soma
end if
c
Cn =soma
if (Cn.gt.C) then
p = dexp(-(Cn-C)/T)
else
p=1.d0
end if
if (geraRandom().It.p) then
=Cn
doj=1,D
X() = Xn(j)
end do
end if
if (imetDecT.eq.0) then
if (it.gt.1) T = TO/dlog(dble(it))
else
T = alpha*T
end if
if (C.It.Cglobal) then
itbec =0
Cglobal=C
do k=1,nE
fParcial(k) = Caux(k)
end do
OPEN(unit=10,File="Xopt.dat',STATUS="unknown")
write(10,1) (Xopt(j),j=1,iD)
close(10)
write(*,*) it,Cglobal
end if
if (itDec.ge.maxiCR) then
c muda criteri de perturbaco
T=TO
iViz=iViz+1
if (iViz.gt.3) then
viz = aviz
else

if (iViz.eq.2) then
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viz = 1.d0
else
viz = 99.d0
end if
end if
end if

t=it+1
itDec = itDec + 1

if (T.It. Tmin) then
istop=1

end if

if (it.ge.itMax) then
istop =1

end if

if (Cglobal.le.fMin) then
istop=1

end if

if (itDec.ge.maxl|tDec) then

istop=1

end if

call date_and_time(values=time_array_1)
finish_time = time_array_1 (5) * 3600 + time_ array_1 (6) * 60
# +time_array_1 (7) + 0.001 * time_array _1(8)
zTempo = zTempo + (finish_time - start_time)
end do
it=it-1
zTempo = zTempo/dble(it)

return
end subroutine SA
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Anexo C

Regides de Confianca Paramétrica

C.1 — Modelagem Cinética com Derivado de Baixa Caag

Regibes de confianga (95 %) para os parametrosaneélo sistema completo de EDOs
(Equacbes 2.15a a 2.20a) na modelagem com quirsiog@ipaixa cargas| valores 6timos;
[=] valores médios calculados via simulacdes de MGatdo. Regifes construidas de acordo

com o critério de Beale (Equacéo 2.38)

60 500
4501
50
400~
40 350
b= < 300k
= =4
E = £
T o Bor
2 200
150
10 L O
100
o
16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 36
X =
Ky (MM min™) K, (mM L min™)
x 107
0.065 T T T T T T T 56
54l
008
52-
0.085 5
= ~ Bl
= - s
‘E E
46
a - °
= X
xEL .
0.045 = 14
-
42)
0.041
4
0.035 38
16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 36
k' (mM"1 mm'1) k1 (mM'1.m\n")

219



Anexo C: Regibes de Confianca Paramétrica

035 ! ! - | ! | - i ! 014 : |
03 E 043 4
*
025 B 012 B
=
£ oz g & oad 1
E =
= £
E o1} R oF ol g
z
I
LAl S 0.09 -
005 1 008f 4
.
L . . . . . L . . 1 L }
16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 16 18 2 22 ol 26 28 3 32 34 36
ey (M minT) K, mm i)
~
'c
E
A
C ok
s
&
o
itk

Ky (min™")

220



K, (mMmin™!)

K, (min™"y

Ky (m . min™")

Anexo C: Regibes de Confianca Paramétrica

085 : : | ! i : : 035 : i ! i ! : !
i
de
03F B
0251 e o
] o ™
o~ s ©
= 1 . i, 4
E . °
5 L
E o oo *oo i
o = ;
: -
LN o
o1l 4
i L ) . . . . . ) . . . L . L
50 100 150 200 250 300 400 450 500 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
K, (min'") k, (min”!)
3
55):10
—
s
E
o
&

Ky (min™")

0035 0.04 0045 0.05
ke, (mt™ miny

221



Anexo C: Regibes de Confianca Paramétrica

035 T T T T T T T T 014 T T T T T

cde

03 4

0251

02

(O,
Ky (mM™.min™")
-1
*—N (min™")

o1f
005\
38 4 42 44 46 48 5 52 54 56
- S
K p (min i) 10
0.44 T T T
.
0431 1
0421 B
- .

£ omp . B

& .

E

“% LR L

- o ., . 1

. Py
.
0.09- B
008} 4
007 i . . \ ;
[ 005 o1 015 02 025 03 035
ey (ot min )

222



Anexo C: Regides de Confianca Paramétrica

C.2 — Modelagem com Derivado de Alta Carga — Incl@® dos Efeitos

Difusivos Intra-Particula na Cinética da Reacao

Regides de confianca (95 %) para os parametrosaosélo sistema completo de EDOs
(modelo reativo-difusivo de acordo com equacded 2.2.25 — velocidades de reacéo
calculadas com equacgdes 2.15 a 2.20) na modelag@anguwmotripsina alta cargae]
valores 6timos. Regibes construidas de acordo contéoio de Beale (Equagéo 2.38)
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Anexo D

Perfis Intra-Particula e Efetividade da Reacéo

Modelagem com Derivado de Alta Carga —Nncluséo dos Efeitos Difusivos Intra-

Particula na Cinética da Reacédo

Anexo D.1

Evolucdo da concentracdo dos componentes no ingai@articula e efetividade da
reacgdao durante hidrélise com quimotripsina-gli@garose (40 M@motripsinadgel ) a 55°C, pH
8,0. CondigBes da reacgdo: 25 mL de substrato cdot@8,10 goeinal ™™ € concentracdo
enzimatica de 0,15,@maripsinal ™. Modelo: Reativo-difusivo de acordo com equacdéd 2
2.25 (Velocidades de reac&o calculadas com equaches 2.20; k= 2,105x16 mM™.min
bk = 1,134x16 min™; kp = 2,722x10 min™; ke = 4,878 mM-.min™; kp = 3,875x10 min'™;
kn = 1,440 mME.min?; ky = 0,264 mift; Den = 6,234x1¢ m“min' e D.p = 9,251x10

mZ.min™).
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Anexo D.2

Evolucdo da concentracdo dos componentes no inaaigarticula e efetividade da
reagdo durante hidrélise com quimotripsina-gli@garose (40 M@motripsinadgel ) a 55°C, pH
8,0. Condi¢gbes da reacdo: 25 mL de substrato conté&d grotemaL'l e concentracao
enzimatica de 4,2qgmotripsmaL'1. Modelo: Reativo-difusivo de acordo com equacd@d 2
2.25 (Velocidades de reacdo calculadas com equaches 2.20; k= 2,105x18 mM ™ .min
ki =1,134x10 min™; k, = 2,722x10 min™; kp = 4,878 mM.min™; ks = 3,875x10 min™;
kn = 1,440 mME.min™; ky = 0,264 mift; Dey = 6,234x10 m>.min® e Dup = 9,251x10

m?.min™).
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Anexo E

Pesos das Redes Neuronais

A sub-rotina RedeNeural apresentada abaixo, esemitdinguagem Fortran, faz os
calculos referentes ao algoritmo de uma rede nauromm, no maximo, duas camadas
ocultas. Os pesos das redes desenvolvidas ao hbegja tese sédo lidos de acordo com a
estrutura especificada no algoritmo abaixo e sé@saptados em seguida nos itenk E.2 e

E.3

¢ A subrotina RedeNeural calcula o vetor de vel ocidades

¢ rNN com base no vetor de concentracoes cNN e no arquivo
¢ de pesos nomeado arqNN (rede com no maximo du as camadas
c ocultas)

¢ Gilson Alexandre Pinto

subroutine RedeNeural(cNN,argNN,rNN)
IMPLICIT REAL*4 (A-H,0-2)
dimension PE(20,20),PS(20,20),PSi(20,20),
#b1(20),b2(20),b3(20),cn(2,5),vn(2,5)
DIMENSION calcul(50),calcu2(50),calcu3(50),calcu4( 50),
#calcu5(50),rNN(10),cNN(20)
c
¢ Lendo arquivo de pesos
open(UNIT=1,FILE=argNN,STATUS="old")

read(1,*) iTanf,INco,iLin
read(1,*) Rnd,Rnu
read(1,*) lent,Isneuro,lsai
do i=1,Isneuro
read(1,*) (PE(i,j),j=1,lent)
end do
do i=1,Isai
read(1,*) (PS(i,j),j=1,Isneuro)
end do
do i=1,Isneuro
read(1,*) b1(i)
end do
do i=1,lsai
read(1,*) b2(i)
end do
if (INco.NE.1) then
doi=1,lent
read(1,*) (PSi(i,j),j=1,lent)
end do
do i=1,lent
read(1,*) b3(i)
end do
end if
doi=1,2
read(1,*) (cn(i,j),j=1,lent)
end do
doi=1,2
read(1,*) (vn(i,j),j=1,lent)
end do
close(1)
c
¢ Inicializando os calculos
if (INco.EQ.1) then
do i=1,Isneuro
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calcul(i) = 0.0

do j=1,lent
a = Rnd + (Rnu-Rnd)*((cNN(j)-cn(1,)))/(cn(2,j)-
calcul(i) = calcul(i) + PE(i,j)*a

cen(1.))

(1))

end do
end do
else
do i=1,lent
calcul(i) = 0.0
do j=1,lent
a = Rnd + (Rnu-Rnd)*((cNN(j)-cn(1,)))/(cn(2,j)-
calcul(i) = calcul(i) + PSi(i,j)*a
end do
end do
do i=1,lent
calcu2(i) = calcul(i) + b3(i)
a = calcu2(i)
if ITanf.EQ.1) then
logsig
if (2.GT.10.0) then
calcu4(i) = 1.0
end if
if (a.LT.-12.0) then
calcu4(i) = 0.0
end if
if (a.GE.-12.0.AND.a.LE.10.0) then
calcu3(i) = exp(-calcu2(i))
calcu4(i) = 1.0/(1.0+calcu3(i))
end if
else
tansig
if (2.GT.9.0) then
calcu4d(i) = 1.0
end if
if (a.LT.-9.0) then
calcu4(i) =-1.0
end if
if (a.GE.-9.0.AND.a.LE.9.0) then
calcu3(i) = exp(-2.0*calcu2(i))
calcu4(i) = (2.0/(1.0+calcu3(i))) - 1.0
end if
end if
end do
do i=1,Isneuro
calcul(i) = 0.0
do j=1,lent
calcul(i) = calcul(i) + PE(i,j)*calcu4(j)
end do
end do
end if

Cc
C parte comun

do i=1,Isneuro
calcu2(i) = calcul(i) + b1(i)

a = calcu2(i)
if (iITanf.EQ.1) then
logsig
if (2.GT.10.0) then
calcu4(i) = 1.0
end if
if (a.LT.-12.0) then
calcu4(i) = 0.0
end if

if (@.GE.-12.0.AND.a.LE.10.0) then
calcu3(i) = exp(-calcu2(i))
calcu4(i) = 1.0/(1.0+calcu3(i))

end if
else

tansig

if (2.GT.9.0) then
calcu4(i) = 1.0

end if

if (a.LT.-9.0) then
calcu4(i) =-1.0
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end if

if (2.GE.-9.0.AND.a.LE.9.0) then
calcu3(i) = exp(-2.0*calcu2(i))
calcud4(i) = (2.0/(1.0+calcu3(i))) - 1.0

end if
end if
end do
c
c
do i=1,Isai
calcu5(i) = 0.0
do j=1,Isneuro
calcu5(i) = calcu5(i) + PS(i,j)*calcu4(j)
end do
end do
c
doi=1,lsai
calcu5(i) = calcu5(i) + b2(i)
if (iLin.EQ.0) then
a = calcu5(i)
if (2.GT.10.0) then
calcu5(i) = 1.0
end if
if (a.LT.-12.0) then
calcu5(i) = 0.0
end if
if (a.GE.-12.0.AND.a.LE.10.0) then
calcul(i) = exp(-calcu5(i))
calcu5(i) = 1.0/(1.0+calcul(i))
end if
end if
rNN(i) = (calcu5(i) - Rnd)*
c ((vn(2,i)-vn(1,i))/(Rnu-Rnd)) + vn(L,);
end do
return
end

Anexo E: Pesos das Redes Neurais

234



Anexo E: Pesos das Redes Neurais

E.1 — CPA-Glioxil-Agarose (pH = 7; Temperatura = 45 C)

1 1 0
5.000000E-02 9.500000E-01
10 10 10
4.213206 1.271720 -2.715835 2.709656
-3.703369 1.932930 -6.441335E-01 -3.859890
2.079069E-02 10.386330
-6.049210E-01 1.579832 -3.186659 2.414440
-10.418000 1.060160  -10.823900 -5.118097
-15.978770 -8.649776E-01
-3.550748 -2.099662 -3.216420E-01 -2.774394
1.081419 -6.328981 1.262396 -5.241866E-01
4.824316 -2.115103
7.842891E-01 -3.644273  -10.558880  -10.358910
-7.435627 2.263174E-01 -2.490998 -3.268749E-01
-12.573780 -6.004196
1.430574 -1.775643 1.580647 -1.337988
-4.976165 -4.379270 -2.110519 -6.380049
-6.062780 -1.073051
-2.477267 1.436934 -1.816975 4.231415E-01
-1.110189 -8.398830E-01 -9.069557E-02 6.265904
4.495977 9.064788E-01
-9.181918 -4.598546 -1.179391 -2.413819
2.311785 -2.971571 -3.100085 -2.104200
4.762245 3.787869
-1.875795 -8.165302E-01 -6.636849E-01 -3.693437

-2.414203 5.534526E-01
-6.687775 1.440827E-01

2.767008 5.531589E-01

4.358477 4.012197 -3.557867E-01 4.330523
2.667603 -2.286597 1.844895 -1.836901
-4.230150 1.439471
2.793568 1.267628 -8.969219E-01 2.334861
1.062678 -1.862739 4.307860 1.535574
-2.123102E-01 -3.552613

1.806097E-01 3.883067E-01
8.237411 -9.087519E-02
1.743643 -4.418038E-01
6.644259E-01 -1.491744
3.605050 -4.150719E-01
-3.568751 -4.248999
7.681509E-01 -2.119475E-01
1.807454 -1.400063E-02
-4.672244 -1.895730
7.945665E-01 4.372757E-01

1.938504 -4.987758E-01 -3.152533E-01

-4.206204
1.465241
-5.210879
-9.828373E-01 -6.846255
9.556462E-01 -3.666259
-1.744486 -5.276383E-01

-1.640617
-6.557646
-3.279910

-3.787540 1.851074
9.557332E-01 -5.198433
-4.138097 -1.266171
1.357925 -6.173712
-5.220941E-01 -2.643364
2.881932E-01 -1.752485
3.617706 -4.139211
1.414384 7.792297

9.552458E-02
1.573395 -3.447519E-01
16.555500 8.821527E-01
8.098193E-01 -8.912293
3.503654E-01 3.072248
-8.309792
7.701988
8.944715
15.314010
2.266008
-6.284587
-12.013330
-4.629398
4.368148E-01

1.312423 -9.626422E-01
1117370 8.421283E-01

4.346927 6.785312E-01
4.535253 -9.704254E-01

6.382495 -7.785128E-01
7.486673 9.890957E-03

5.451524 -1.001596
3.009299
8.446298 7.213789
-1.473845 1.414797
7.127982 4.786430
-5.613675 -2.213136
8.223148 6.620501
-5.054032 2.744570
4.401721 3.929131
-1.160765 2.433497

10.467680  -16.192300
-2.188476 -8.952096E-01

3.451782

-9.873714E-01 -6.584907E-01

-4.205778 5.424701E-01
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5.856522
-4.648151
3.570629
1.473176
1.280364
3.804004
-3.151711
-9.009980E-02
-2.078065
-5.849867
-6.074820
2.518000E-04
0.000000E+00
8.460000E-10
6.820000E-03
2.750000E-03
6.960000E-07
1.990000E-10
2.110000E-10
0.000000E+00
4.840000E-07
2.300000E-08
1.380000E-08

3.169000E-04
1.990000E-10
2.110000E-10
4.200000E-03
4.840000E-07
2.300000E-08
7.200000E-12
2.180000E-10
2.300000E-09
1.870000E-07
5.340000E-08
2.301000E-09

8.665000E-04
7.200000E-12

8.280000E-03
1.870000E-07

1.310000E-11
0.000000E+00

2.870000E-07
9.890000E-08

4.649000E-04
1.310000E-11

2.050000E-02
2.870000E-07

8.460000E-10
4.180000E-11

6.960000E-07
2.430000E-08
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E.2 — Quimotripsina-Glioxil-Agarose

E.2.1-pH =7,8; Temperatura=55"°C

1 1 0
5.000000E-02 9.500000E-01
7 12 7

-1.677883 6.014233 8.365363E-01 -4.599048

-1.598183 -3.644733 6.785779E-01
6.846589E-01 1.628338 -9.798143E-01 -7.001163

-1.719030 -1.194587 -3.559878
3.419772E-01 -6.650947 2.394373 -1.064590
-4.088585E-01 -3.640205 4.273960
-5.445166E-01 -4.107765 3.646848 3.395504

3.072716 -1.448817 3.561991

-4.233484 -4.053345 -3.117074 1.940689

-1.128359 -2.263694 3.391720

-5.624166 -7.203538 -5.864439 -5.301679

-2.951932 -3.921468 -1.283458

5.335884 -9.899300E-01 2.079134E-02 3.477078
-8.630743E-01 -2.727818 4.807013

1.591268 -6.377330 -1.950885 -4.656840

1.056161 -4.912014 -4.851697E-01

1.168214 -5.107715 2.562969 3.443796

5.230064 1.402282E-01 9.981008E-01

-4.118772 2.561230 -4.333441 1.714631

5.052908E-01 -5.962746 -5.246872E-01
-1.728192 -6.897724E-01 -5.340844 1.381816E-01

2.166408 8.430409 -3.804576
-2.760775 4.240217 -4.505052 -3.194929
-3.712606E-01 1.229819 -4.360832
-8.957147E-01 3.512269 1.631546 -1.934153E-01
-5.158933E-01 1.965515 3.509439 3.082791
-1.653152 -2.123389 9.109486E-03 -6.001514E-01
2.065277 2.164316 2.890531 1.160781
-2.274445 -1.408156 -1.506454E-01 -7.240742E-02
-1.266815 7.891127E-01 4.526917E-01 2.610529
1.982949 4.163095 -2.242494 -9.566177E-01
2.235357E-01 9.393938E-01 -1.418939 -1.685729
3.672464E-01 -6.298561E-01 -1.738878E-01 3.588359
1.685313 4.489109E-01 1.012037 1.120596
-3.295946 1.665629 1.858713 1.490694
-2.321656 -9.238999E-01 9.708119E-01 -2.831821

2.030553 2.232464 -1.622036 7.156194E-01

-2.035955 -3.463099

-1.185113 1.685902E-01
-7.066685E-02 2.588482

-1.924051 8.720306E-02
3.758115E-01 6.976330E-01

-5.561019E-01 9.501536E-01

-2.624930 -7.917987E-01

2.020712 7.122833E-01
9.066982E-01 -1.853261
2.101256 5.174722E-01
3.533515 -3.627458
-3.922654 -7.570546E-01
-2.015268 -8.184133E-01
-1.379824 9.958876E-03

-4.490722E-01 2.235331
5.962716

3.098958

-3.996654

-2.516151

7.080585

7.278984
-8.341917E-01

6.518735

-2.701384

-5.341710

-3.368027
-8.984196E-01

-4.219466

-1.040334

-1.036059

-1.465476

-3.438892

-1.420616

4.041016

2.820000 1.660000 9.230000E-01 0.000000E+00
0.000000E+00 1.346000E-04 3.701500E-04

7.176000 30.900000 13.211000 32.084000
8.945000 1.128300E-01 8.585900E-01

1.346000E-04 3.701500E-04 2.375300E-04 -4.869360E-04
7.294140E-04 2.503960E-04 2.672210E-05
1.128300E-01 8.585900E-01 3.083900E-01
1.801300E-01 3.959000E-02 9.260000E-03

-1.653922 -9.610757E-01

1.018840
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E.2.2 —pH = 8; Temperatura =55 ° C

1 1 0
5.000000E-02 9.500000E-01

7 12 7
-1.215336 1.383487 3.887505 1.050828
3.433485 -5.687282 -2.901841
1.016195 4.061579 -3.758833E-01 3.631804
-5.030750 -5.273041E-01 -3.326333
-3.688462 -2.366597 -2.506757 -3.427135
2.801521 4.680180 -1.272419
-2.284348 -4.070833 1.814219 -4.640747
1.421302 1.625721 6.162309

-4.306392E-02

5.693732 -3.868450E-01 -3.835876

4.024351 2.053919 1.093413E-01
-2.276128 -3.566390 -5.900193 1.877812
1.958611 6.813741E-01 6.228875
-2.903534 -2.472918 5.725312 2.388252
2.832939 5.265210E-01 -2.698688
-3.353659 -1.788298 -4.339347 -2.972535
4.617009 -8.331685E-01 1.683626
-2.462650 -2.200600 -5.236148 3.334413
1.524943 2.477556 -4.184345
9.926464E-01 1.369069 1.240289 6.031803
4.320815 -9.693663E-01 1.028415
4.426609 9.274785E-01 3.108763 -3.401140
-3.781443 2.580342 -4.410612
-5.460100 -4.884708 2.972940 2.383838
6.960704E-01 4.666465 1.698747
1.466196 1.862289 -7.640885E-01 1.071304
-1.706854 2.311695E-01 -2.475879 -6.401910E-01
-4.226195 5.136417E-01 -6.745616E-01 -2.334952
2.133573 1.522393 -1.489445E-01 2.514650
1.714951 -1.200102 1.022755 3.072248
-1.524509 -5.075873 8.847204E-01 -1.090495

3.436801 -1.692797 -2.421413 -8.371788E-02
1.950892 -2.008751 -1.915209E-02 -8.760399E-01
-2.348821 -1.282537 -2.431312 -4.852667E-01

9.593842E-01

5.590711E-01 -1.538198 -2.336035

-1.222024
1.367115
1.309283

-1.726927
1.371727
1.009163

-1.584089

-1.205694
1.775307

-2.525492 -7.653204E-01
-2.191817E-01 -1.741391
2.160717E-01 1.188482
-2.874634 4.983493E-01
-6.198944E-01 -2.354259
1.967822E-01 -3.024401
1.087067 -2.690310
2.967906 1.542974E-01
3.578022 2.041419

2.023875 -3.994493E-01 6.558873E-01

6.088187E-02
-2.130489E-01
4.989508E-01
2.979083E-01
-5.139768E-01
-2.301559
-2.437193
-1.941770
-2.131738
-1.083141

-5.273201E-01 -3.825387E-01 6.976761E-01 -2.149361

6.161511
-3.287114
7.600046

-3.405720E-02

-4.947241
-2.370928
2.543773
4.576272
5.024492
-6.898489
2.434996
-4.521336
4.446980
-2.813476
3.191331
3.523374

2.472561E-01

8.029398
-1.567192
2.707000

8.252000

1.963000 1.005000 0.000000E+00
0.000000E+00 0.000000E+00 2.573240E-04

30.669000 12.368000

31.842000

8.556000 1.447300E-01 7.832100E-01
0.000000E+00 2.573240E-04 2.315910E-04 -8.313540E-05
3.721300E-04 9.897070E-05 1.068880E-04
1.447300E-01 7.832100E-01 2.785400E-01 9.417300E-01
1.975500E-01 5.709000E-02 1.006000E-02
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E.2.3-pH =8,5; Temperatura=55°C

1 1 0
5.000000E-02 9.500000E-01
7 12 7

-3.212973 3.351962 4.564951 -5.719556
2.240606 -1.038224 -3.050622

5.351865E-01 4.925869 -4.193057 2.251774
2.073573 4.180161 -3.051114

-2.878675 -1.212721 -4.508536 -2.142233E-01
-6.053520 -4.730348 -5.614251

4.041714 2.347837 5.379716E-01 -2.070208
3.380600 -9.736648E-01 7.627227

-5.404741 5.074885 -1.536350 3.523705
-5.420515E-01 1.451094 4.113251

4.059968 -2.459320 -3.649422 2.915360
-2.209639 1.600286 7.890189E-01

3.636109 -4.790565E-01 1.376769 2.192486
-3.270735 -6.070859 1.387092

4.664246 5.085733 3.149565 6.407415
4.586726E-01 3.772716 -4.783250E-02

-2.229833 1.708382 7.570269 -3.806045
-1.818797 3.304163E-01 -2.828262

1.737114 -1.723098 4.075112E-01 -5.100073
2.340930 5.443461 -1.830086

3.089803 1.905304 -4.701574 -3.139360
4.618741 2.515799 -1.311666

8.140764E-01 -2.848422 1.776450E-01 -5.117127
-3.873148 3.342298 -6.271718E-02
-8.033815E-02 1.049533 -2.851091E-01 -2.769112
-2.483541 1.544165 1.619843 -1.032163
3.714699 -7.076226E-01 -7.897341E-01 2.159612
5.779967E-02 -1.766542 1.984539 1.054989
-1.649230 1.090464E-01 2.353831 -1.485381
1.973241 3.815674 -1.868549 1.340963
1.917695 -1.175207 8.539155E-01 -3.923628E-02
-3.082409 -1.396219 1.693414E-01 -1.330072
2.982724E-01 -2.281515 3.049977 -5.127621E-01
9.549074E-02 1.643485E-01 -1.395263 9.238622E-01
-4.136900 4.909219E-01 2.901083 5.258776E-01
7.451425E-01 3.588678 1.220467 2.180269E-01
7.987736E-01 -9.471554E-02 1.157916 8.676322E-01
-2.157502 -1.172562 5.402955E-01 -2.368152
2.026633 -9.075288E-01 -3.375517E-01 -8.207828E-01
-7.120456E-01 -9.922694E-01 2.007961 3.856606E-01
5.419408E-01 -1.743585 4.827127E-01 2.127587
5.116526 -1.480304 1.492358E-01 -8.078095E-02
-1.543274 1.232537 2.033880 3.038727
-2.023335 -5.568796 1.366327 1.246344
7.291833E-01 1.107600E-01 -3.415539 -2.503617
1.719497

1.542747

8.009427

-4.809677

3.035712E-01

-2.134140

1.171419

-3.912051

-3.598818

3.150384

4.971664

11.276010

4.605413E-01

-2.383171

3.366765

-5.723086

3.704345

-2.422503

3.173456

3.310000 2.441000 1.802000 0.000000E+00
0.000000E+00 4.552650E-05 5.423590E-04
9.341000 31.524000 10.422000 31.773000
7.517000 1.654000E-01 7.774300E-01
4.552650E-05 5.423590E-04 5.542360E-05 3.642120E-04
2.117970E-04 6.730010E-05 0.000000E+00
1.654000E-01 7.774300E-01 1.266800E-01 8.037200E-01
1.582700E-01 1.017400E-01 5.860000E-03
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E.3 — Alcalase®-Glioxil-Agarose

E.3.1-pH=28§;

1 1 0

Temperatura=50° C

1.000000E-01 9.000000E-01

5 9 5
6.385513E-01 -2.283393
-2.055434
10.801950 -9.791729
-8.546500
-13.279660 1.222205
2.101985

-1.731580 -1.526624

-6.725467 -6.047884

12.334760 4.128998

-3.854560 -3.920434 -8.172451E-01 5.159739

3.952161
-4.705935 -1.216802
3.891532

2.631308 -4.279589
-4.366079

-3.872866 3.902662

2.293725

4.790384 -2.876724
-2.633328

-2.656864 7.856493E-01
-9.504279E-01
-4.574685E-01 -1.757143

1.331055 -4.180579E-01
-2.792791E-01
4.574400E-01 3.000686
-1.063866 -3.480639E-01

1.428298
1.514921E-01 2.322479
-2.810366 -5.205417E-03
-2.212585E-01
-4.001664E-01 2.699493
-1.044621 -1.714991

1.161486
-5.007648E-01 -3.774004
6.612086E-01 -1.387890
-7.807614E-01

-1.440792

4.788381

-7.555759

-2.840669

-3.159510
-6.164505E-01

-3.129603

1.621517

-1.981034

6.333219E-01
-8.577967E-01
1.139683E-01

-1.203456

3.330521E-01

2.785634 2.604801
-2.899459 -3.228883
1.223223 -2.064012
-5.655956 -2.118233E-01
1.501638 2.405533E-01

7.294500E-01 1.902119E-01
-7.147949E-01 -7.640586E-01

-9.361959E-02 4.789393E-01
-1.237488 1.583135E-01

2.928976E-01 -2.177103E-01
4.892973E-01 -2.489405E-01

-8.459279E-01 -1.649777
2.351021 1.737267

-2.806540 -1.320737
1.122355 5.346432

14.816480 0.000000E+00 0.000000E+00 0.000000E+00

0.000000E+00
57.784970 13.874910
7.559020

16.574890 6.891170

-1.564000E-02 -7.937720E-05 1.863820E-05 2.582080E-05

3.134880E-05

-6.166170E-05 8.910000E-03 4.350000E-03 1.480000E-03

1.510000E-03

Anexo E: Pesos das Redes Neurais

240



E.3.2 —pH =9; Temperatura =50 ° C

1 1 0
1.000000E-01  9.000000E-01
5 9 5
1.145417 -2.141669 -2.253353 -1.781758
-4.274219E-01
8.555184 -6.197402 -8.691433 -5.722386
-3.524694
-4.204931 -5.378277E-02 -1.832778 2.444818
1.641110
-3.199549  -10.325950 20.367920 1.929983
-7.546906
-22.360970 15.441700 10.463990 8.570043
4.074683
3.390458 -6.064963 -4.088509 -3.872643
-2.460673
-2.874064 -9.097915E-01 2.594961E-01 -1.176388E-01
-1.282447E-01
2.823991 -6.141422 -4.606048 -4.211853
-2.305172
-11.477840 -3.461524E-01 6.182339 2.953455
6.963748
-1.398939E-01 -1.213864E-01 3.915493E-01 2.373368E-01
1.151482 -2.546299 -1.633333E-01 -2.673247
2.186923E-01
9.222027E-01 -1.697890E-01 1.011145E-01 -5.180829E-01
-1.564038 2.641196 3.298649E-01 2.545565
4.197326E-01
-4.995764E-01 -5.041799E-02 -6.740648E-01 -7.505431E-01
-8.114612E-01 2.795658 -4.680015E-01 2.983664
-1.156446E-01
2.021024 7.091550E-01 -1.274068 -4.993936E-01
-3.287926E-01 2.401074 -5.287191E-01 2.140964
1.031564E-01
2.213742E-01 9.460053E-01 -9.961135E-01 2.126435
-1.402817 1.302184 4.433134E-01 1.384171
-2.529678
-1.296433
1.746878
-3.550547
-1.683501E-01
-11.567520
-1.417763
-3.615541
-8.335147E-01
-7.007443
5.394349E-01
-4.391239E-01
-4.309654E-01
-1.304871
-2.494974E-01
9.364600 0.000000E+00 0.000000E+00 0.000000E+00
0.000000E+00
57.008380 12.704310 17.283860 8.639430
12.618440
-6.155000E-02 -4.193020E-04 9.536220E-06 4.889300E-05
4.997160E-05
-5.363470E-05 2.816000E-02 1.784000E-02 9.370000E-03
6.200000E-03
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E.3.3 —pH = 10; Temperatura=50° C

1

1 0

1.000000E-01  9.000000E-01

5 11

5

-1.351932 5.628580E-01 -6.374769E-01 -7.292402E-01

-1.860081
-1.085335
-2.549152
-1.847292
-1.048497

3.163471 -8.348803E-01

8.404975E-01

-2.435974

2.627803E-01 -1.082562

-1.912964 -9.302874E-01 -3.953704E-01 -4.525903E-01

6.098533E-01
-8.780233
11.132220
6.834447
-2.444255
2.714792
-1.666524

-10.527990 -6.428424E-01

1.509493
-3.440300
4.418711

-5.961018

-12.334930

-3.141254

-4.721295

-5.053608 -9.835877E-01

7.212286
-2.417303
7.892814E-01
2.997525E-01
-1.543515E-01
-9.550698E-01
1.186098E-01
9.525823E-01
8.364268E-01
-1.105096
3.572677E-01
3.479290E-01
-1.300373
2.672775E-01
2.917616E-01
2.143755E-01
-2.437853
3.710000
-2.297285
-2.070444
-1.772487
-2.079788
-3.163629
-3.710777E-01
-1.820165E-01
-7.300867
-2.294034
-1.262930
-1.825818
2.172390E-01
-4.306902E-01
1.112737E-01
-8.138234E-01
-6.413913E-01

7.926696 6.826189
-5.831561 -4.759832
-2.492990 -1.279271
4.550028 7.278664
3.292956 2.232409
4.058313 2.242812

-1.187948 9.146006E-01 6.250793E-01

9.436696E-01 2.899225E-01 2.721725E-01

-1.572311
1.943846
1.198622
1.167733

-2.760944

-1.488939
1.360260
-2.152205

-1.125917
1.903399
-1.293597

-1.207564
9.446917E-02
-1.425270E-01 3.371105E-01

1.835445 -7.390682E-01
2.789040E-01
-1.239772 -6.931925E-02

1.137647 -7.415143E-01
-1.705738E-01
1.459119 -6.687583E-03

1.542677 -3.872169E-01

-1.018820

1.075473

8.559742E-01 -1.699902E-01 4.630134E-01

3.005852 -1.422821E-01

-3.602039

1.110895 -9.299656E-01

2.474080 0.000000E+00 0.000000E+00 0.000000E+00

0.000000E+00

54.215250
16.118340

14.165260

16.676400 8.497110

-7.586000E-02 -6.973100E-04 -9.519920E-06 2.216330E-05

6.665690E-05

-4.202830E-05 3.834000E-02 2.083000E-02 9.820000E-03

6.920000E-03
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E.3.4 —pH =8,5; Temperatura=40°C

2 2 1
-9.000000E-01 9.000000E-01
5 5 5
-6.091444E-01 7.745284E-01 -1.313479E-01 5.053189E-01
1.167334E-01
-6.663452E-01 3.367908E-01 5.012256E-01 -5.548823E-02
1.323096E-01
-1.762732 7.781638E-01 1.040590 1.032823
1.051674
4.359773 1.773495 -5.055265E-01 7.427326E-02
-4.406293E-01
2.203473 -5.305034E-02 -6.108031E-01 -1.534666
1.634800
-2.300727E-01 4.365720E-01 -5.991405E-01 8.209781E-01
-2.647856E-02
6.530796E-02 -1.280242E-01 1.589708E-01 -7.987239E-01
-1.884569E-01
1.519126E-01 -8.492805E-01 1.287543 -8.821766E-01
4.196952E-01
3.042331E-01 -7.511466E-01 7.327950E-01 -1.065091
1.135151E-01
6.435197E-01 -1.252805 1.642535 -9.942545E-01
5.651613E-01
2.394078
2.018289E-01
-5.439989E-02
1.819227
1.670049
2.545530E-02
9.542602E-02
9.477119E-02
-2.324242E-02
-3.121698E-01
-2.313827 3.770108 5.579137E-01 7.431154E-02
-1.288166
-1.830632E-01 -8.197580E-01 1.248945 -1.211165E-01
-2.130471
3.284888E-01 -9.602969E-01 -1.298972 -1.040507
-1.769713
1.164317 1.135950 -8.234359E-01 -3.113925E-01
-1.183613
4.970878E-02 8.614764E-01 2.686873E-01 -1.978913E-01
1.393067
2.076135
1.069237
-2.773541E-01
1.003701
-7.322276E-01
23.602620 0.000000E+00 0.000000E+00 0.000000E+00
0.000000E+00
53.507990 11.325750 9.681490 3.152430
6.578450
-3.895000E-02 0.000000E+00 0.000000E+00 0.000000E+00
0.000000E+00
0.000000E+00 2.534000E-02 9.960000E-03 5.160000E-03
5.700000E-03
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E.3.5-pH =8,5; Temperatura=55°C

2 2 1
-9.000000E-01 9.000000E-01
5 5 5
1.366129 -1.607529 9.167782E-01 2.114691
-2.084639E-01
4.152090E-02 -6.068273E-01 -5.524807E-01 -1.610676
-4.395307E-01
-7.441121E-01 4.050291E-02 -1.382771 -2.266379E-01
-1.530761
-1.229266 -2.032434 -2.638006 -1.012981
-6.449533E-01
9.315957E-02 -5.844685E-01 1.685926 1.904637E-03
1.774020
-3.993802E-01 7.387007E-01 4.989305E-01 3.559704E-01
1.595152E-01
6.406465E-01 -4.640172E-01 -1.451702 -8.169587E-02
-4.396113E-01
-5.904996E-01 -1.849399 1.476156 -5.272415E-01
1.409887
5.298826E-01 -5.974576E-01 -1.740618E-01 -3.641275E-01
4.494240E-03
3.724641E-01 -7.691610E-01 1.612323 -1.331702
-5.822338E-01
-2.297652
2.363105
-5.976739E-01
-6.327325E-01
1.460896
2.704121E-01
-7.090776E-01
1.404212E-01
-1.436063E-01
1.285537
-6.060630E-01 -9.417794E-01 1.124754 6.356825E-01
-8.231187E-01
5.346033E-01 1.273184 1.314317E-01 4.466109E-02
-5.218933E-01
2.228468 -4.490171E-01 -2.773734 -4.686062E-01
-2.933946
1.271880 -3.765518 -5.802304E-01 7.727366E-01
1.135958
-3.482412E-01 -2.125976 1.162623 9.798589E-01
3.168838
1.844610
1.334224
-3.006317E-01
6.491901E-01
3.496235
11.460950 0.000000E+00 0.000000E+00 0.000000E+00
0.000000E+00
53.935210 11.267940 9.796670 3.818340
20.169010
-8.922000E-02 -2.962630E-04 2.203650E-05 8.781100E-06
4.958540E-05
-4.898420E-05 5.245000E-02 1.680000E-02 7.520000E-03
1.183000E-02
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E.3.6 — pH = 10,4; Temperatura=40°C

1 1 1
1.000000E-01  9.000000E-01
5 12 5

-6.888660 -5.566564 1.264481 -4.409932

1.642393

-5.272718 -4.719222 -3.771583 5.699059

-3.704410

-8.121090 5.849249 4.178935 8.736820
-6.444061E-02

3.900777 1.441641 5.063022 6.008914

-5.482908

-3.833830 -6.856068 6.094849 4.222807

4.164475

7.100492E-01  -13.683460 -12.129720 -6.272958

2.738814

4.743201  -10.039790 -1.632214 -2.480540
1.237931E-01

8.636492 3.125942 7.327018 7.132643

2.020201

-5.397173 -6.631045 1.764586 5.012837

4.190493

6.978051 -2.914875 7.362662 3.950004

-3.026862

-3.669796 7.184256 -4.906747 -4.727416
2.940620E-01
2.347143E-01 -4.099473 -1.277247 -7.387086

-6.744261

1.314211 1.007786 -1.318704 2.028575
-7.523306E-02 -1.749091 5.720953E-01 -2.824690
-5.683414E-02 2.644000E-01 1.604195 -3.936286E-01
-7.132644E-01 -1.052229 1.363841 -1.823886
-6.100751E-03 1.822473 -5.009513E-01 1.458407
1.609982E-01 -5.078755E-01 -1.434350 2.831535E-01
-2.346913E-01 -5.250468E-01 1.267308 -1.067677
1.091523E-01 1.827332 -3.166535E-01 1.377495

-4.458233E-02 1.296474E-01 -9.084117E-01 2.949850E-01

-1.468199 9.132085E-01
1.851693 -1.432094E-01 2.754789E-01

1.585493E-01

-1.134566E-01 1.484708E-01

-2.766550 -2.165121E-01
1.867309 -1.215283E-01 3.382621E-01
2.016453 -9.218086E-02 5.233011E-01

3.842493E-01
-2.310835E-01
14.020890
11.912160
8.260741E-01
-10.306800
-3.288153
7.221389
5.111185
-5.813875
-3.478958
-2.249427
2.347538
14.967430
1.475689
4.744566E-01
-1.408119
-8.396280E-01
-6.914071E-01

1.216459

1.168769

-7.652877E-01

-4.522591E-01 2.789817E-01
-7.704952E-01

10.735420 0.000000E+00 0.000000E+00 0.000000E+00

0.000000E+00

54.834790
13.053750

12.623620

17.473180

3.412140

-4.394000E-02 -2.057240E-05 1.120020E-04 -7.003810E-05

7.553320E-05

-1.491490E-04 2.798000E-02 1.930000E-02 9.760000E-03

9.340000E-03
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E.3.7 — pH = 10,4; Temperatura=55°C

2 1 1
-9.000000E-01 9.000000E-01
5 10 5
-5.833191E-01 1.425497 9.405167E-01 1.361182E-01
2.092720

1.063200 -2.739712E-01 1.546855 1.995721
-4.055132E-01
-1.105263 1.282425E-01 1.087531 1.196058
1.406264E-01
7.643253E-02 2.208117 1.021651 -1.037710
-1.348396
-1.626195 -4.570308E-01 -9.088022E-02 -1.253997E-01
-1.463747
-1.527788 4.867552E-01 -1.367301 -1.019359
1.501472
9.145323E-02 4.882447E-01 -6.304305E-01 -6.851295E-01
2.764243
-1.219030E-01 1.150453 7.926607E-01 1.667214
-2.941846
7.448834E-01 1.967314E-01 7.963743E-01 -1.910224
-1.506354
1.559926 6.350603E-01 -3.031186E-01 -1.187529
1.013800
6.997323E-01 -6.327544E-01 -5.208346E-01 6.318850E-01
1.204365 7.254296E-01 3.251480E-01 -1.724779E-01
-4.022291E-01 -1.158364
-3.867057E-01 -1.059819E-01 2.957152E-01 -3.191584E-01
-1.084169 -8.676822E-01 -2.690682E-01 -4.974155E-02
3.704377E-01 -4.956157E-01
-3.980908E-01 -5.224875E-01 3.417011E-01 -3.693938E-01
-7.284337E-01 -1.117276  2.456114E-02 -1.292524E-02
1.216932E-01 -4.244469E-01
-1.516526E-01 1.177063 -3.910350E-01 -4.418347E-01
-1.816254E-01 1.107258E-01 -3.401039E-01 -1.344733E-01
9.932195E-01 -4.519859E-02
-1.357643 4.573465E-01 -2.762942E-01 -1.687948
2.372423E-01 4.405921E-01 1.723676E-01 1.516786
-1.446813E-01 1.194135
2.674277
-1.815349
2.094583
1.142962
-4.303608E-01
1.240306E-01
8.008981E-01
-4.998492E-01
2.357735
2.239785
5.627710E-01
1.123275E-01
-3.005295E-02
5.770326E-01
1.183690
5.583200 0.000000E+00 0.000000E+00 0.000000E+00
0.000000E+00
60.000000 14.812700 18.647300 9.182100
15.213900
-7.630000E-02 -1.000000E-03 0.000000E+00 0.000000E+00
1.000000E-04
-1.000000E-04 3.860000E-02 2.100000E-02 9.900000E-03
6.900000E-03
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