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Resumo

A levedura Saccharomyces cerevisiae encontra diversos empregos em
bioprocessos. E amplamente empregada em processos anaerébios para producgio de
bioetanol nas usinas brasileiras. Também encontra grande importancia como levedura
de panificacdo, onde o produto é a propria biomassa. Movido por esse interesse
industrial o presente trabalho vem agregar conhecimento no aprimoramento de técnicas
de controle aplicadas a bioprocessos tomando como estudo de caso o crescimento
aerobio desta levedura (processo de obtencdo de biomassa).

Por meio deste trabalho se desenvolveu uma plataforma de supervisdo para
realizar a aquisicdo de dados e controle de processo de um biorreator de bancada. Como
estudo de caso empregou-se cultivos do microrganismo Saccharomyces cerevisiae em
condicBes aerdbias (com vistas a obtencao de biomassa).

Foi desenvolvido e avaliado um controlador fuzzy para controlar a vazdo de
alimentacdo de meio suplementar (glicose) ao biorreator tomando como varidvel de
controle o quociente respiratorio (RQ).

O sensor para a estimativa da concentragdo celular em tempo real foi avaliado e
mostrou-se eficaz para aplicacdo, podendo fornecer informacdes para o algoritmo de
controle.

Os dados experimentais obtidos foram empregados para validacdo de modelo da
literatura. O resultado da simulagdo mostrou que o modelo descreveu satisfatoriamente

0 processo estudado.

Palavras-chave: Automacdo, Controle fuzzy, Saccharomyces cerevisiae, Bioprocesso.



Abstract

The yeast Saccharomyces cerevisiae can be useful in several ways in
bioprocesses. It is widely used in anaerobic processes for production of bioethanol at
Brazilians plants. It is also of great importance as baker’s yeast, where the product is the
biomass. Moved by the industrial interest this work will aggregate knowledge in the
improvement of techniques of control applied to bioprocesses, taking as a case study of
aerobic yeast growth (process of obtaining biomass).

This study developed a supervisory platform to perform the data acquisition and
process control of a laboratory scale bioreactor. As case study experiments with
Saccharomyces Cerevisiae were performed under aerobic conditions (looking for
biomass obtainment).

A fuzzy controller was developed and evaluated to control the input flow of
supplemental medium (glucose) in bioreactor. The control variable was respiratory
quotient (RQ).

A sensor for the estimation of cell concentration in real time was evaluated and
it shown to be effective for the application. It could provide information to the control
algorithm.

The experimental data obtained were used in the validation of a literature model.
The result of simulation showed that the model satisfactorily described the studied

process.

Key Words: Automation, Fuzzy logic, Saccharomyces cerevisiae, Bioprocess
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1. INTRODUCAO

A biotecnologia tem tido nos ultimos anos um graedépido desenvolvimento
com o0 aparecimento de novos processos industriaes wjilizam microrganismos
selvagens ou modificados geneticamente. Ao mesmpdea grande oferta de recursos
computacionais, cada vez mais baratos e velozesakerando radicalmente a pratica
das engenharias. Sua aplicacdo vem possibilitaeddedo melhor entendimento da
estrutura de biomoléculas até a automacéo e trap consequéncia o incremento da
produtividade dos bioprocessos.

No ano de 1994, a Federacdo Européia de Bioteaaopwgpos a definicdo de
Biotecnologia como sendo a integragdo das Ciéndiaturais e das Ciéncias da
Engenharia com vistas a aplicacdo industrial dearganismos, células, partes destas e
analogos moleculares para obtencéo de produtasiecse

Genericamente 0s processos biotecnologicos podendivgdir em duas
categorias: processos com reacdes de crescimentohiaino (rea¢cdes microbiologicas)
e processos com reacles catalisadas por enzimagdre bioquimicas) visando a
producdo de uma ampla variedade de produtos coemedies interesses e valores
comerciais. Esses produtos encontram ampla aplicag@ setores tais como:
agricultura, alimentos, quimica fina, farmacéutieogrgia e meio ambiente. Cita-se,
como exemplo, a sintese de compostos quimicoscahilares (proteinas) ou
extracelulares (antibidticos, alcool), a producédtbmassa (levedura de panificacdo),
de alimentos (bebidas), de energia (biogas, biobtan ainda a despoluicédo biologica
de efluentes (degradagdo de matéria organica eosowtompostos pela agcédo de
microrganismaos).

A utilizacdo de computadores para controle de bicgssos acelerou-se a partir
da década de 90. O advento de microprocessado@esee de baixo custo causou
enorme impacto nas aplicagdes em tempo real emebtores. Trabalhos integrados
entre microbiologistas, bioquimicos, técnicos dephlicessamento, engenheiros de
controle, engenheiros quimicos e matematicos vémmipedo viabilizar a
implementacdo, em processos reais, de modernositalge para identificacdo de
tendéncias, inferéncia de variaves®f( sensons estimativa de parametros e controle
dos processos hioldgicos.

A automacao de bioprocessos passou a ser uma géposio ambiente
altamente competitivo em que se inserem 0s prosepsodutivos baseados em

biotecnologia. Incluindo o monitoramento do procesdentificacéo de falhas, controle



por computador e otimizacdo, de preferéncia em demgal, a automacdo de
bioprocessos € um campo de pesquisa em plena épa@s investimentos em
instrumentacao e sistemas de aquisicdo de dadd3)(&A novas instalacdes piloto de
desenvolvimento de produtos e processos duplicaamtima década (FERREIRA e
FEYO DE AZEVEDO, 2006). O desenvolvimento extranéatio da tecnologia digital
torna possivel, tanto na industria quanto no laidd@ a instalacdo de novos acessoérios
de aquisicdo de dados os quais permitem, juntancenteos SAQ, o acompanhamento
da evolucéo do processo em tempo real, bem conaoneato e analise simultaneos dos
mesmos. A maioria das ferramentas e técnicas deot®rde processos comerciais
empregadas nos processos quimicos industriais pedeplicada nos bioprocessos
(ALFORD, 2006).

A vantagem de operar um processo automatizadoeresid fato de tornar
possivel, em tempo real, auferir informacdes sabrestado metabdlico do cultivo,
detectar problemas de desvios de parametros degzoe permitir acées imediatas que
busquem a correcdo de falhas durante o processo. |dboratorio, tem-se a
possibilidade de realizar estudos no desenvolvimentalidacdo de algoritmos para o
controle do processo empregando diferentes abardadéesta area a pesquisa vem
experimentando continuo crescimento. RANI e RAO9@%apresentam uma extensa
revisdo da literatura sobre varias técnicas deralentle biorreatores. ALFORD (2006)
descreve sobre a evolucdo da industria de bioosedesde a década de setenta, e
aborda aspectos relativos as varias etapas dosobegsos (pré-inéculo, indculo,
producdo elowstrean) medidas em bioprocessos, técnicas de contrbieizacdo de
processo e outras funcionalidades dos sistemastdaacao.

A partir do ano de 2003 as pesquisas nesta ardsigan novo folego. O fato
gue motivou esta retomada foi a publicacdo do FA©dess Analytical InitiativePAT
2004) pela agéncia de regulamentacdo americana,DA Brood and Drug
Administratior). O FDA define o PAT como sendo um mecanismo pavgeto, analise
e controle do processo de producdo farmacéuti@vedrde medidas de parametros
criticos do processo e atributos de qualidade. Htra® palavras, agéncia regulatéria
americana passou a facilitar, a partir desta dgat@provacdo de novos processos que
utilizassem ferramentas tais commoft sensorsdeteccédo de falhas por PCRrificipal
Components Analy3is Andlise de Gruposcluster analysis etc. Em publicacdes
recentes (GANGULY e VOGEL, 2006; KAISER et al., Z)@mpregam o PAT em

estudos de monitoramento e controle de bioprocessos



O carater multidisciplinar da pesquisa neste carfgpoencarado como um
estimulo ao trabalho integrado entre duas aregesiguisa: a Engenharia Bioquimica e
a Simulagéo e Controle de Processos. O tema, aibgestudo deste mestrado, insere-
se, portanto, em linha de pesquisa articulada estgrupos de simulagcéo e controle de
bioprocessos e engenharia das biorreacfes do Beymnto de Engenharia Quimica da
Universidade Federal de Séo Carlos (DEQ/UFSCar).

No DEQ/UFSCar ja foram realizados trabalhos envalee 0 processo de
producdo de levedura de panificacdo. CAMPOS (2a¥3envolveu protocolo de
comunicacao entre o sistema supervisorio e platefate comunicacdo (empregando
linguagem orientada a objeto) para troca de infgdea em tempo real. Empregando
rotina para o calculo do quociente respiratério YR possivel avaliar algoritmo para
controle da vazdo de bomba de fornecimento de m@dementar em cultivos em
batelada alimentada. SILVA (2004) avaliou a utig@a de redes neurais com o objetivo
de inferir a concentracdo celular em cultivos deedieira de panificagdo. OLIVEIRA
(2006) realizou um levantamento bibliografico aeelle modelos e técnicas de controle
aplicados ao processo de producédo da leveSacgharomyces cerevisiabe acordo
com a autora, com o rapido desenvolvimento dasdg&srde controle, automacao e
otimizacao de processos, a producdo de leveduogpioia novas tecnologias, apesar da
dificuldade trazida pelo fato de que o sistema eestfio envolve sistemas vivos, onde
h&a um numero alto de reacdes bioquimicas e fenésneéadransporte envolvidos. No
trabalho de Oliveira, foram realizados experimemimsbiorreator tipo tanque agitado e
aerado com sistema de aquisicdo de dados, o qoetipep calculo em tempo real de
dados do processo. Com base nestes experimemmnsagdes empregando modelos da
literatura foram realizadas, na busca de modeloglaor descrevesse o processo para
que técnicas de controle fossem aplicadas ao EocEortanto, do ponto de vista da
tecnologia de bioprocessos, torna-se importante oatimidade dos estudos
experimentais iniciados.

A levedura Saccharomyces cerevisiaencontra diversos empregos em
bioprocessos. E amplamente empregada em procesaesobios para producdo de
bioetanol nas usinas brasileiras. Também encomémadg importancia como levedura
de panificacdo, onde o produto € a prOpria biomabkaido por esse interesse
industrial o presente trabalho vem agregar conhettionno aprimoramento de técnicas
de controle aplicadas a bioprocessos tomando cahale de caso o crescimento

aerdbio desta levedura (processo de obtencéo debsa).



1.1. Objetivo

Este trabalho teve por objetivo desenvolver e implatar interface de
supervisdo e controle de processo e aplici-la dtivasida levedura de panificacdo
(Saccharomyces cerevis)aealizados em biorreator convencional de banoapéaado
nos modos batelada e batelada alimentada. Nestafgpiaa foi desenvolvida a
comunicacao com o programa MatLab de forma a pilitsilp estudo de estratégia de
controle com vista a maximizar a producao de bicmas

A estratégia de controle proposta baseia-se emlgonitano fuzzy programado
em MatLab Tool Box FIS, Fuzzy Inference Systeds funcdes de pertinéncia do
algoritmo foram ajustadas de forma empirica tomgmatobase conhecimentos a priori
do processo. O algoritnfazzyfoi incorporado ao programa de supervisao, progtam
em LabVIEW. Este foi avaliado em cultivos operadosmodo batelada alimentada. O
algoritmo fuzzy foi avaliado empregando diferentes variaveis doc@sso como
informacé&o de entrada. A atuac&o no processo spatemeio do controle da vazéo da
bomba de meio suplementar (substrato adicionadanem de cultivo durante o
processo).

As principais variaveis monitoradas pelo sistemagqigisicdo de dados foram:
pH, oxigénio dissolvido, temperatura, vazao deragdo molar de oxigénio e didxido
de carbono nos gases de exaustdao. Com base reageismdAdquiridas, o sistema realiza
o calculo da velocidade de consumo de oxigénig)(rvelocidade de producgdo de
diéxido de carbono @v,) e do quociente respiratorio (RQ).

Foi também realizada a calibragdo de sensor camacitm o objetivo de obter
medidas em tempo real da concentrag&o celular.

Os dados obtidos nos experimentos foram utilizagasa avaliar modelo

proposto na literatura para simular o processad@ygéo de levedura.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
Neste item é apresentada uma reviséo da literatucme se refere a aspectos do
metabolismo da levedura de panificag&adcharomyces cerevis)aea descricdo do

processo, instrumentacao e estratégias de comapbtadas ao processo.

2.1. Produgéo de leveduras de panificagao

O fermento de padaria, também conhecido como famfegsco, é utilizado nas
industrias de panificacdo para fazer levedar a apasscomposto essencialmente de
células vivas da leveduBaccharomyces cerevisiae

O péao é um alimento democrético visto que a maias pessoas ao redor do
mundo o conhece. A sua historia esta ligada diretéena do Homem, sendo que a
profissdo de padeiro € uma das mais antigas e famges do mundo. Ao que tudo
indica os primeiros paes foram produzidos a cereal@ mil anos, na antiga
Mesopotamia, onde a farinha era usada somente pas mingaus. Com o tempo
foram acrescentados mel, ovos e carnes a misturaahdo “bolos” que antecederam o
pao. Eles eram cozidos sobre pedras quentes oixdeleacinzas. Os egipcios foram os
primeiros a usarem fornos e acrescentar liquidmdatado para deixar a massa mais
leve e macia. O pao era o alimento basico no Egiervia para pagar salario: um dia
de trabalho valia trés paes e duas jarras de eerd@ Roma antiga, o pao era feito,
inicialmente, pelas mulheres em casa. Depois sumgiras padarias publicas
(http://www.fleischmann.com.br/padaria).

Historicamente a cultura inicial para paes fermgogaconsistia na biota natural
presente na massa do padeiro (pedaco de massadmnima porcdo do fermento
guardada para ser utilizada na préxima fermentag&@sa massa normalmente continha
uma mistura de leveduras e bactérias acidolatidaacidez € causada por acidos
produzidos por essas bactérias, sendo a levedspansavel pela acdo fermentativa
(JAY, 2005.)

Gradualmente o fermento do pé&o foi sendo substitydlo fermento de
destilarias, que apresentava maior capacidade meathea e proporcionava melhor
sabor ao produto. O processo de fabricacdo do feomébiomassa) foi sendo
aperfeicoado ao longo do século XIX, tendo ocorndwmios avancos tecnoldgicos,
destacando-se entre eles dois principais: a in¢@ulda aeragdo no processo e a
alimentacédo gradual da fonte de carbono e enegyi@ator aerado (conhecido como

processo em batelada alimentada).



Com a operacdo do processo na forma de batelas@rafida, logo apos a
segunda Guerra Mundial, observou-se um maior resation em massa celular
comparado com o processo em batelada (KARAKWEZHEI, 2006).

A forma de operacdo do processo em modo batelai@rahda foi definida
como uma técnica usada em processos biotecnologegsial um ou mais nutrientes
sdo supridos ao biorreator durante o cultivo diéal do processo; nada é removido do
reator. A alimentacdo de nutrientes no meio é fd#aforma programada. Com a
introducdo dessa técnica os processos de produgdevddura de panificacdo e de
etanol puderam ser finalmente separados (VICENZ92

Hoje a producdo de leveduras de panificacdo, ega lascala, € um processo
realizado em batelada alimentada baseada princgpédmma utilizacdo de melaco. Nos
paises de clima tropical como o Brasil € utilizawlonelagco de cana-de-aglcar. Ao
terminar o cultivo é feito o tratamento do caldo@gnipamentos de separacéo de forma
a concentrar o creme de levedura por remocédo de Bgwa tanto sdo utilizados filtros e
centrifugas. O creme concentrado € direcionado perasecador e a massa obtida é
extrudida e embalada em blocos, os quais sdo anadae a frio. O fermento esta
pronto para ser comercializado (VICENZI, 2009).

O termo fermentacdo € empregado neste trabalhoeparassar a degradacéo
anaerobia da glicose ou de outro nutriente orgéamagproduto (por exemplo, etanol)

para obter energia conservada na forma de ATP.

2.2. Aspectos bioldgicos da levedui@accharomyces cerevisiae

As leveduras sdo fungos unicelulares, ao contr@ids mofos, que sé&o
multicelulares. Contudo, esta ndo € uma definig&eoiga. Muitos fungos, na verdade
considerados leveduras, podem produzir diferentsssgde micélio. As leveduras séo
diferenciadas das bactérias pela maior dimens&uaaélula, pelo formato oval e por
possuirem um nucleo celular definido, leveduraspoter o formato alongado, eliptico
ou esférico. As células de leveduras tipicas vaeatre 5 e 8 um de diametro, sendo
algumas ainda maiores. Culturas ditas “velhas’ededuras costumam possuir células
menores. A maior parte das leveduras importantealiementos se multiplica por fissao
ou brotamento (JAY, 2005).

Usualmente para os engenheiros quimicos o crestmmeicrobiano € definido
como o aumento de material celular expresso enmogeda massa celular ou em termos

do numero de células. A reproducédo Slacerevisiaeocorre com a formacdo de um



broto (também chamado de gémula). Quando este tmedoe até determinado tamanho
ele se separa da célula mée originando uma nouéacécorre duplicacdo de células
aproximadamente a cada trés horas. Nesta velogitlami#o como origem uma Unica
célula, apos trés dias de reproducéo, chega-sase di¥ bilhdes de células. Esta forma
de reproducdo é chamada de brotamento, gemulac@&sgiparidade. Em condi¢cbes
adversas a reproducdo pode ocorrer de forma sexatdaeés da esporulacdo, e ainda
por fissdo (POSTEN e COONEY, 1991).

O crescimento dos microrganismos é funcédo de digevariaveis da natureza
fisica do meio (temperatura, pH, viscosidade) bemada natureza quimica do meio
(nutrientes - fontes de carbono, nitrogénio, oxigélissolvido, didxido de carbono e
outros). A interacdo entre meio de cultura e ogonganismos pode ser influenciada
pelo tempo de alimentacdo do meio no reator e peiaocdo do meio de cultura.
Diferentes modos de operacao podem ser obtidosddenentes vantagens em pesquisa
€ Nos processos produtivos, por exemplo, a opeedmatelada, batelada alimentada e
continua. As medidas de massa celular podem sws fpor contagem direta com
auxilio de microscopio, obtendo o numero de célviaseis (e outras informacdes
como indice de brotamento, por exemplo) ou atralesnétodos como gravimeétrico
(massa seca), turbidez, analise por imagem, etS§ TEM e COONEY, 1991).

A fabricacdo de insumos via rota fermentativa,iastitdo-se das leveduras, €
comum desde os tempos mais remotos. Os microrgagissdo cultivados em
destilarias para producéo de etanol (por exemfdophcombustivel) a partir do acucar
da cana. Sdo também cultivadas a partir do melagana-de-aclicar sendo o produto a
propria célula (biomassa). Assim, sdo de extrenmiténcia para a producgdo de alcool
(@lcool combustivel e bebidas alcodlicas), alénouaeos produtos de grande interesse
industrial para a saude e alimentacao animal (fatpvikipedia.org/wiki/Levedura).

O emprego de leveduras na alimentacdo animal aamentesisténcia a
infec¢cbes, pelo fato de possuirem componentes gmergam a resposta imunoldgica.
As leveduras também tém sido utilizadas pelo sd¢a ebnteddo de nutrientes
facilmente disponiveis e de alto valor nutricionséndo um excelente componente
alimentar para todos os animais jovens. Existeaaina levedura o componente de
funcdo anti-stress aliviando o stress natural deyagbes de: desmame, vacinacao,
transporte etc. muito importantes para qualquer o tipde criagcéo

(http://www.glucosinternacional.com/levedura/levedphp).



2.3. Aspectos Metabdlicos da Levedur8accharomyces cerevisiae
2.3.1. Generalidades do metabolismo

No cultivo de células microbianas, animais e vagetm laboratério, tais como
as leveduras, é necessario, para se conhecer srastecisticas/propriedades,
determinar seu crescimento, bem como monitorar csoagersdes. Uma variedade de
nutrientes é utilizada para os fins acima referidosluindo-se fonte de carbono,
nitrogénio, enxofre, fésforo, oxigénio, vitaminasas minerais (PEREIRA JRt al,
2008).

Apos procedimento de inoculagéo, a célula deservedu metabolismo, a fim
de produzir energia para suportar suas reacOessimiétsicas e de manutencgéo
energética. As moléculas-combustiveis (carboidrdifpislios, proteinas) utilizadas pela
célula contém elevado nivel de energia quimicajddeao seu alto grau de ordem
estrutural, apresentando, relativamente, baixeopiair Durante o catabolismo, essas
substancias sao degradadas a moléculas menores, didwido de carbono, agua,
alcodis, etc. Como resultado dessa transformac@oolécula-combustivel sofre uma
perda do seu conteudo de energia livre (forma @egen capaz de realizar trabalho a
temperatura e pressao constantes). A energia livezada durante as reacbes do
catabolismo, e por isso chamadas de exoergbnicesnservada na forma de energia
quimica nas ligacdes covalentes de certos compasio® nas moléculas de adenosina
tri-fosfato, ATP (PEREIRA JRet al, 2008).

Os processos biossintéticos (anabolismo), trans@drto através da membrana
e mobilidade celular envolvem reacdes endoerg0ricaentes de energia). As células
tém suas necessidades atendidas através da epsrdizida durante o catabolismo
(PEREIRA JRet. al, 2008).

2.3.2. Questbes Metabdlicas no Crescimento da Lewed de Panificacdo

A levedura Saccharomyces cerevisiaeresce em glicose segundo trés
importantes vias metabdlicas, podendo, contudorecautras vias dependendo das
condices do meio de cultura.

Na presenca de altas concentracdes de glicose gcauséncia de oxigénio)
ocorre a chamada fermentacgéo da glicose ou cresmrfermentativo com producédo de
etanol e diéxido de carbono. Esta etapa é relawinmpouco eficiente, apresentando

um rendimento energético de aproximadamente duécuias de ATP (adenosina tri-



fosfato) por molécula de glicose (LIEVENSE, 1984u@pFERREIRA, 1995). A

conversao glicose a etanol é descrita pela equa¢Bo

C,H,,0, — 2C,H.OH +2CO, +54kcal (2.1)

A oxidacdo da glicose € predominante em culturadbées para concentracoes
de baixas de glicose. E uma via energética maigesfe que a anterior, apresentando
rendimento energético de 38 moléculas de ATP pdécuta de glicose oxidada. Esta
via oxidativa também conhecida como crescimentpina®rio, pode ser representada
pela equacao (2.2) (LIEVENSE, 1984 apud FERREIFS®5):

C,H,,0, +60, — 6CO, +6H,0 +678kcal (2.2)

O etanol formado pela via fermentativa € consungdo via oxidativa, como
substrato, apos a exaustdo da glicose.

Para concentracdes de glicose superiores ao vallicoc(esse valor pode variar
dependendo da cepa) a via respiratoria e a ferthenf@odem ocorrer paralelamente,
caracterizando neste caso um regime respiro-featiemt No interior da célula a
glicose é metabolizada. Os organismos liberam eazgmam energia de moléculas
organicas por meio de uma série de reacdes catdylao invés de ocorrer uma Unica
liberacdo de energia. Para extrair energia de cetap@rganicos e armazenar na forma
quimica, 0os organismos passam elétrons de um céon@agitro por meio de uma seérie
de reacdes de oxidacio e reducdo (LIDEN, 1993).

Uma sequéncia de reacfes quimicas catalisadasaitamente, ocorrendo em
uma célula é chamada de via metabdlica. O catabolislos carboidratos
(especialmente a glicose), quebra da molécula m@apara produzir energia é,
portanto, de grande importancia para a compreers@ometabolismo celular
(TORTORAEt al, 2005).

Para uma melhor compreensao do metabolismo de monge glicose pelas
leveduras de panificacdo, segue no texto uma @vik#s caminhos metabdlicos
possiveis de consumo de glicose: fermentacdo (ereé@robio) e respiracdo celular
(meio aerdbio). Além disso, ao se descrever o métaho da glicose em um meio

contendo leveduras, sdo mencionados frequentemdoite efeitos de regulacao
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metabolica chamados: efeito Pasteur e efeito @apttambém denominado na
literatura de efeito glicose (embora este termosaj® muito usual).

Estes efeitos nem sempre sdo muito bem explicadokteratura e algumas
vezes 0s significados deles variam entre autoréeredies. Uma discussdo mais

aprofundada sobre estes dois efeitos pode sereadarem LIDEN (1993).

2.3.3. Fermentacao
A fermentacdo compreende um conjunto de reacOesotamhas por enzimas,

através das quais uma molécula organica € degrasladaompostos mais simples,
liberando energia. Como ponto de partida para mdetacdo a glicose é uma das
substancias mais empregadas, mas proteinas e a®rguar exemplo, podem servir
também como combustivel energético. Nas fermensag8eprodutos da degradacao
ainda sdo capazes de liberar energia. Para cadacuteolde glicose degradada ha
liberacdo de dois ATP’s (adenosina tri-fosfatop&ae, hoje, que a glicolise ocorre em
praticamente todos oS seres vivos, 0 que sugereadeementacao seja 0 primeiro
mecanismo eficiente de producdo de energia datasélivas. Embora a maioria dos
seres vivos utilize a respiracdo como meio de @dizde energia, as reacoes basicas da

glicdlise estdo acopladas ao processo respirai@NABIS e MARTHO, 1996).

2.3.4. Respiracao celular

A respiracdo aerObia € uma etapa essencial no gg@ode degradacdo das
moléculas organicas, porém reduzindo a molécul@nicg inicial a produtos que
praticamente ndo tém mais energia a liberar. Emdgenergéticos a respiracao aerébia
€ muito mais eficiente que a fermentacao.

Para cada molécula de glicose degradada ha lilmede®8 moléculas de ATP, uma
quantidade, portanto, dezenove vezes maior qleeatia na fermentacao.

A respiracao aerObia é um processo muito mais aomue a fermentacdo. A
degradacdo da glicose na respiracdo celular ocametrés etapas fundamentais:
glicdlise, ciclo de Krebs, cadeia respiratoéria.

Existem dois tipos de respiracdo, dependendo serngamismo € aerobio ou
anaerobio. Na respiracdo aerdbia o aceptor finaléteons é o oxigénio. Na respiracéo
anaerobia o aceptor final de elétrons é uma maéicrganica que ndo o oxigénio
molecular ou raramente uma molécula organica (TORA®t al, 2005; PEREIRA JR.
et al, 2008).
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2.3.5. Glicdlise - Via de Embden-Meyerhof-Parnas (8P)

A (glicolise é a via de degradacdo mais comum emse organismos
quimioheterotréficos (PELCZAR et al., 1996). Dentta célula inicia-se 0 processo
com a ativacao da glicose, que recebe em reacoesssvas, dois fosfatos energéticos,
fornecidos por duas moléculas de ATP, que se wemsim em ADP. Esta oxidacdo da
glicose é geralmente a primeira etapa no catabolidos carboidratos. A palavra
glicdlise significa quebra do acucar e é exatamentgue ocorre. As enzimas de
glicolise quebram a molécula da glicose. A glicesdransforma na molécula de frutose
1,6-difosfato que em seguida é quebrada em duaécaiab de gliceraldéido 3-fosfato.
Os gliceraldéidos 1,3-difosfato sdo formados peligé de mais um fosfato, o que é
viavel pela sua baixa energia. Os quatro fosfatesrge&ticos sédo, em seguida,
transferidos a quatro moléculas de ADP, produzimg@atro moléculas de ATP
(PELCZARet al, 1996; TORTORCAet al, 2005), Figura 2.1.

Ao final destas reac6es cada gliceraldeido seftrana em &cido piravico. Em
resumo, na etapa de glicolise, uma molécula deggi® degradada formando duas
moléculas de &cido piravico, com rendimento liquethergético de dois ATP’s. Neste
processo sao liberados quatro hidrogénios, quersbinam dois a dois com o receptor
de hidrogénios NAD. Ao receber hidrogénios, cad#&mda de NAD se transforma em
NADH; e a energia liberada é suficiente para a formdo&adois ATP’s (PELCZARt
al., 1996).

A maior parte da glicose é convertida entdo a pitmem um processo de Varios
estagios catalisado por enzimas: a via metabolitdbden-Meyerhof-Parnas (EMP)
algumas vezes também chamada de via hexose difasiasimplesmente de glicolise
(TORTORAEt al, 2005).
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Figura 2.1Glicolise: a glicose (molécula de seis carbondsamsformada er

acido piravico (molécula de trés carbonos). FoRtdczalet al., 1996.

O &cido piravico formado adinal da glicolise pode seguir trés destil
catabodlicos (Figura 2.2).
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2 Piruvato

2 Etanol+ 2 CO, l 2 Lactato

2 Acetil-CoA

4 CO,+ 4 H,0
Figura 2.2 -Trés possiveis destinos para o acido piravico fdoreo final da glicolis
(adaptado de LEHNINGEEet al,, 2002)

+ Ciclo de Krebs ou Ciclo do Acido Tr-Carboxilico

O &cido piravico produzido na etapa de glicolise peneno interior da
mitocondrias d&. cerevisia, onde ocorre a respiracdo propriamente dita. Gadtko
pirdvico reage com uma molécula da substancia @diecomo coenzima .
originando trés produtos:cetil coenzima A, diéxido de carbono e hidrogéniis
hidrogénios sdo captados por uma molécula de NABdndo NADF,. Em seguida
cada molécula de acetil coenzima A reage com umigama de acido oxalacétic
resultando em &cido citrico e coenzima A. /enzima A € restaurada neste passc
seja, ela funciona como um anexador do grupo amihzima A ao acido oxalacétis
sintetizando o &cido citric

Cada é&cido citrico passa por uma via metabolid@caidenominada ciclo do Acic
Citrico (TCA) ou cicb de Krebs (Figura 2.3), durante o qual se transioem outro:
compostos. Os oito hidrogénios liberados pelo cidéo Krebs reagem com dt
substancias aceptoras de hidrogénio, o NAD e o FAIB, 0os conduzirdo até a cad
respiratoria, onde forneceréoergia para a sintese de ATP. No proprio ciclo @

para cada acetil que reage, a formacao de uma nteide ATF



14

Glucoss

Cilucdlisis

Acido pindvico

!
|

o

U
RS- Cos
Acet oA

Copnama A

CODH e

C=0 h

CH

HI ~4 CLHOH
COOH HO
COROH ) CH COOH
Acado oxaloscético |
H—C—0 HO

COOH CH
CH ESNINE+ H AcdoCirico ¢ coamH
NAD I )
CiOeiH CH
Acido mdlico I
OO0
Acido
Cik-aD0f/kinen
o OO
COOH &
EH H—C — 000
CH £
FADH MAL H=C—0H
COCH H+ NADH OO
Acwbo FAD
Tuménico H+ Aodo 1socitrico
NAD
coont APPNEDETAT coon
cH CH 50
o CH .
:.'[}un (&4 HO C=0
|';.-.:||Iu FUOCERRCT COoOH

Acido alfs-cernglutdricn

FIGURA 2.3—Ciclo de Krebs ou Ciclo do Acido Citri
Referéncia: (http://www.fisicanet.com.ar/biologi@tabolismo/ap08_respiracion.p

» Cadeia Respiratérie

Os hidrogénios liberados na glicdlise e no cicld&debs séo os responsaveis dire
pela obtencdo de energia na cadeia respiratorieaniai a glicolise foram liberads
quatro hidrogénios, formando duas moléculas de N, e na reagi de cada acid
piravico com a coenzima A formése mais duas moléculas de NAPH
No ciclo de Krebs, dos oito hidrogénios liberadsess se combinam com trés moléct
de NAD e formam trés NAD, e dois se combinam com o outro aceptor, o F
formando uma molécula de FAL,. Sabese hoje, através de métodos bioquimicos
os hidrogénios capturados pelos aceptores se camhiom atomos de oxigénio. De:
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combinacé&o resultam moléculas de agua. Antes dgeeaacom o oxigénio, entretanto,
os hidrogénios percorrem uma longa e complexatdrége na qual se combinam
sucessivamente com diversas substancias aceptaexmediarias, até encontrar o
aceptor final (aceptor definitivo). Esse conjunte eacdes € chamado de cadeia

respiratoria.

2.3.6. Metabolismo Fermentativo e Respiragédo Celula

Diante do exposto em relacdo a quebra da glicosesterior continuacdo do
metabolismo, nota-se que o piruvato (originado @ddapiravico) representa um ponto
de juncao importante no catabolismo dos carboidrate primeiras células a surgirem
durante a evolugcédo viviam em uma atmosfera quasedgsprovida de oxigénio e
tiveram que desenvolver estratégias para desenvavalicdlise sob condicbes
anaerdbias. A maioria dos organismos modernos eete\habilidade de regenerar
continuamente o NAD+ durante a glicélise aerdbiek pransferéncia de elétrons do
NADH para formar um produto final reduzido, comtactato e o etanol (LEHNINGER
et al, 2002).

Na respiracdo anaerobia, o aceptor final de elgtéonma substancia inorganica
diferente do oxigénio. Algumas bactérias realizaste éipo de respiracdo, sendo em
muitos casos essencial para os ciclos de enxafreagiénio que ocorrem na natureza.
A quantidade de ATP gerada varia de acordo com @omganismo e com a via
metabdlica.

A supresséo da atividade fermentativa pela resgordgi um dos primeiros
efeitos regulatorios descobertos na levedura. i§aedo com o metabolismo energético
€ bem aceita, mas os aspectos bioquimicos relatweneom a cinética observavel e

outros sistemas regulatérios ainda estéo sob &ido(&AGUNASet al., 1982).

2.3.7. Efeito Diauxico

Em uma cultura aerdbia conduzida na forma de loelguando existem duas
fontes de carbono diferentes, e pode ocorrer usticnento em duas fases, em que ha o
consumo de dois tipos de substratos diferentesdosaque a célula consome
preferencialmente a fonte de carbono de mais fssimilacdo. Este tipo efeito &
chamado de diauxia. No caso da levedura, a gliéosgcialmente consumida com
formacdo de etanol, biomassa, didéxido de carbooot®s subprodutos (por exemplo,

acido acético e glicerol). Ao término do consumo glieose, apés uma fase de
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transicéo, o etanol formado passa a ser consumaid® mais biomassa e didxido de
carbono sdo formados (LIDEN, 1993).

A primeira fase é caracterizada por uma alta vem® de crescimento e um
baixo rendimento em biomassa ao passo que durafageade consumo de etanol a
velocidade de crescimento € pequena e o rendineentbiomassa € maior. A primeira
fase é denominada respiro-fermentativa (ou deexkiigdo) e o crescimento em etanol €

denominado respiragao (via oxidativa).

2.3.8. Efeito Pasteur

O efeito Pasteur tem sido definido como a inibidaoglicélise pela respiracao
(definicAo mecanistica), mas poderia igualmente dedinido fenomenologicamente
como um decréscimo na velocidade especifica deragdp na presenca de oxigénio.
Pasteur, em seus estudos, verificou uma diminuiggeficiéncia de fermentacdo na
presenca de ar (oxigénio). Vale ser dito que otefBiasteur sé faz sentido para
organismos capazes de produzir etanol em condagiébicas (LIDEN, 1993).

O efeito Pasteur esta relacionado com o crescimemaerobio da levedura: a
fermentacdo é inibida pela respiracdo e conconaitaginte a glicose € menos utilizada
que na situagdo de crescimento anaerdbio. Louigdradescobriu que a velocidade de
fermentacdo (e a quantidade total de glicose pmrcehsumida) € muito maior em
condicOes anaerobias do que em condicdes aer@bi@ndimento em ATP da glicolise
sob condicbes anaerodbias (2 ATP’s por moléculalidesg) € muito menor do que o
obtido na oxidacdo completa da glicose sob condig&dbias (38 ATP’s). Portanto,
para produzir a mesma quantidade de ATP € necessarsumir 19 vezes mais glicose

em condi¢cdes anaerobias do que em condicdes ae(@BRBININGERet al, 2002).

2.3.9. Efeito Crabtree

O efeito Crabtree € sempre colocado como explicpgdia as duas fases de
crescimento observadas em uma cultura em batelm&aatharomyces cerevisia®
efeito Crabtree é usado no sentido de explicarodypéo de etanol sob condicdes
aerbbicas - definicdo fenomenoldgica - referindoasaepressdo do metabolismo
oxidativo (respiragdo) quando o meio reacional sgme quantidades elevadas
concentracdes de glicose (quantidade superior detenminado valor critico).

A diminuicdo da capacidade de oxidacdo (capacidldeespiracdo) provoca

uma alteracdo no metabolismo, resultando na formedeéetanol, mesmo na presenca
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de oxigénio. Este efeito € também conhecido coreiboeflicolitico apesar deste efeito
repressivo ter sido observado também em meios mboteutros tipos de acucares
(CROCOMO e GUTIERREZ, 1975; LIDEN, 1993).

2.3.10. Teoria da Capacidade Respiratoria Limitada

SONNLEITNER e KAPELLI (1986) propuseram com base lingitacdo da
capacidade respiratdria observada nas célulasveduea Saccharomyces cerevisjae
um conceito diferenciado e novo para a regulacametabolismo deste microrganismo.
Os autores propuseram um mecanismo para explicamacdo de etanol em um meio
reacional de crescimento de leveduras, mesmo rs&mpga de oxigénio. O mecanismo
explica a formacdo de etanol como resultado deabresfluxo de glicose na glicélise,
gue excede a capacidade respiratoria das célubamndo excesso de glicose no meio a
glicdlise (etapa do metabolismo), o piruvato sexpzido em uma quantidade maior
do que o sistema respiratorio da célula conseguabmiizar. Este piruvato em excesso
sera utilizado, entdo, para producéo de etanol.

SONNLEITNER e KAPELLI (1986) combinaram a teoria dapacidade
respiratoria limitada e o sobre fluxo do metabobisem um modelo matematico para
descrever o crescimento celular aerdbio $Eccharomyces cerevisia®s autores
ilustraram este modelo de capacidade respiratinitgatia, através da Figura 2.4 onde
se observa a restricdo ou estrangulamento respirato
Para melhor compreensédo da ilustracdo, sdo apaeesnalguns conceitos elaborados
pelos autores:

a. Fluxo subcritico: o fluxo total de substratose qpassa pela restricdo, isto € pela
capacidade oxidativa da célula, e os substratomefabolizados por meio de oxidacéo.

b. Fluxo critico: o fluxo total de substratos quegnche completa e exatamente a
restricdo, ou seja, a capacidade oxidativa dasasélu

c. Fluxo supracritico: o fluxo total de substratasede a restricdo. Em relacao ao fluxo
supracritico duas situacées podem ocorrer, de acoodh 0 modelo dos autores: a

primeira ocorrendo um fluxo de glicose supracrifjgarte da glicose) que ndo consegue
passar pela restricdo € metabolizada através dededcom consequente producéo de
etanol.

O modelo matematico proposto por estes dois autor@® marco nos estudos

de modelagem e simulacdo do processo de producdevdduras de panificacéo.
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Diversos outros modelos propostos tomaram comoepdat partida este modelo de

restricdo ou estrangulamento da capacidade reSpaat

subcrtico Critico Supracritico

Fluo de - - {L_//%
Glicose e : ‘“h,_:_,-‘}
gy

FIGURA 2.4 - Restricdo ou estrangulamento respi@tddaptado de BEUDEKEIRRt
al., 1990.

2.3.11. Repressao Enzimatica ou Capacidade Respibaa Limitada

A glicose é transportada para dentro da célulalmente por difusao facilitada
e, ao entrar na ceélula, imediatamente passa popnatesso de fosforilacdo. Pode
ocorrer também outro mecanismo que néo o da difisgdidada, porém é interessante
notar que a velocidade de transporte dentro ddacéluais que um milhdo de vezes
maior do que se poderia esperar de uma difusdoah¢tDEN, 1993).

Existem diversas possibilidades para o piruvat® &ste ter sido formado na via
EMP:
a. Pode ser formado acetaldeido a partir do pioupat descarboxilacéo;
b. O piruvato pode ser desidrogenado e descaroxiltuma reacdo com acetil
coenzima (CoA) e subsequentemente oxidado no @eckrcido tri-carboxilico;
c. O piruvato pode ser carboxilado para formar ptasl intermediarios para o ciclo do
acido tri-carboxilico;
d. Finalmente o piruvato pode ser excretado ddaélu

Todavia a membrana celular ndo é muito permeavepiawvato e apenas
pequenas quantidades saem efetivamente da célglae entdo determina se o piruvato
sera oxidado no ciclo do acido tri-carboxilico @ureduzira a etanol? De um ponto de
vista energético, a célula poderia oxidar o maxpuossivel visto que esta opgao resulta
em formacdo de maior niumero de ATP’s formado pot d® glicose consumido
(LIDEN, 1993).

Nos esforcos que tém sido feitos na tentativa deteexplicar a formacéo de
etanol em cultivos aerdbios &accharomyces cerevisidestinguem-se duas principais

linhas de pensamento.
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A primeira linha de pensamento, mais classica, g@o@ repressado -
principalmente das enzimas respiratorias, mas tandes enzimas do ciclo do acido
tri-carboxilico - como explicacdo para a formac&oedanol. Na teoria, a inibicdo da
respiracdo (isto é, inibicdo da atividade enzinadaBcndo da quantidade de enzimas)
poderia ser proposta como uma explicacdo, poréepeessao tem sido mais aceita
como explicacdo. No entanto, a distincdo entreess@o e inibicdo nem sempre esta
muito clara. A repressao proposta ndo é necessmiantausada pelo efeito glicolitico
em si, mas por alguns catabdlitos produzidos, eigsor 0 termo represséo catabdlica
tem sido freqientemente usado. Tém sido verificadodgos efeitos similares a este
acontecendo também com outros agulcares como atagdadrutose e outros se
sugerindo assim que o termo efeito glicolitico tamimao esta se enquadrando como o
mais adequado.

A segunda linha de pensamento prop0e as teoriatioza do gargalo ou funil,
gue apresentam a célula como tendo uma capacidadeatoéria limitada simbolizada
pelo gargalo, e ndo a célula como tendo sua cagueidespiratéria reprimida. Os
defensores desta teoria tém sido principalmentengenheiros quimicos. Em altos
fluxos de glicose, a concentracdo de piruvato atenaomo consequéncia da
capacidade respiratoria limitada, levando a umesdlixo da reacdo catalisada pela
enzima piruvato descarboxilase, resultando na fofimale etanol. Isto esta de acordo
com o fato de que a enzima piruvato desidrogereamentaior afinidade pelo piruvato
do que a enzima piruvato descarboxilase (LIDEN3)99
Em ambas as linhas de pensamento a repressaozilame® a capacidade respiratdria
limitada s&o muito importantes para a compreensdominacao de etanol em cultivos

com a levedur&accharomyces cerevisiae

2.4. Otimizacgéo e Controle de Processos Fermentativ

A implementacédo da tecnologia de controle e otigépa em processos
bioquimicos € dificil devido ao fato destes proossasstarem associados a um grande
namero de reacdes bioquimicas complexas e proceesdsansporte. A medida de
parametros fisiologicos e bioquimicos € muito difeendo impossivel de se realizar,
tendo como consequéncia a falta de sensores paifqpar em linhas variaveis
importantes do processo.
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Os avancos neste campo envolvem o desenvolvimentoodos sensores ou
estudos que visam extrair conhecimento do procagsrtir das variaveis medidas em
linha, correlacionando-as e inferindo as varianéis disponiveis em linha.

Outra dificuldade encontra-se na existéncia de mswens regulatorios internos
dos proprios microrganismos, que realizam sua @dpgulacéo e otimizagao.

Uma busca na literatura sobre a aplicacdo de c@uprgs em processos
bioguimicos revela que, antes de 1971, ela estaaifada no usoff-line, ou seja,
construcdo de modelos cinéticos microbianos arpdéidados experimentais e de
estimativas de parametros (AIBA, 1979).

O cultivo da levedura de panificacdo atraves dérolmon-linej4 era citado por
AIBA (1979), como uma aplicacdo promissora, utitida-se analisadores de oxigénio e
diéxido de carbono nos gases de exaustao de unedtior acoplado a um computador e
conectado a uma bomba para controlar a velocidadalichentacdo de glicose ao
sistema.

Como descrito anteriormente, a complexidade opamatidos bioprocessos
requer a utilizacdo de recursos de modelagem, agéa) monitoramento e controle.

O Controle automatico tem desempenhado um papedrtange no avanco da
engenharia e da ciéncia. Além de sua extrema id@pce para 0s veiculos espaciais,
para os sistemas de guiamento de misseis, sistaindtcos e similares, o controle
automatico tornou-se parte importante e integratis processos industriais e de
manufatura modernos, é essencial nas operacdesnttele de pressdo, temperatura,
umidade, viscosidade, vazdo, dentre outros.

Os engenheiros e cientistas, em sua maioria, depessuir um bom
conhecimento no campo do controle automatico temmlovista o avanco que ele
propicia para atingir um desempenho 6timo dos meigsedinamicos, além de melhoria
da produtividade, e alivio no trabalho enfadonho rdaitas operagdes manuais
repetitivas e muito mais.

Para melhor entendimento do controle de processesama-se a seguir algumas
definicbes (OGATA, 1998):

Variavel controlada e variavel manipulada:
* A variavel controlada é a grandeza ou condicdo&ueedida e controlada. A
variavel manipulada é a grandeza ou a condicd@darpelo controlador de

modo a afetar o valor da variavel controlada. Adxa controlada normalmente
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€ a grandeza de saida do sistema. Controlar sigmifiedir o valor da variavel
manipulada ao sistema de modo a corrigir ou limitadlesvio entre o valor
medido e o valor desejado da variavel controlada.

Sistemas a Controlar:

« Um sistema a controlar € uma parte de um equipamenentualmente um
conjunto de itens de uma maquina que funcionanmogust cuja finalidade é
desempenhar uma determinada operacédo, pode-sedemtpor sistema a
controlar sendo qualquer objeto fisico a ser ctadim(tal como o biorreator).

Processos.

O Dicionario Merriam-Webster define processo commauoperacdo ou
desenvolvimento natural, que evolui progressivaorticuamente, caracterizado por
uma série de mudancas graduais que se sucedenasmasas, de modo relativamente
fixo e objetivando um resultado particular ou meta; uma operacdo artificial ou
voluntaria que evolui progressivamente e se camsté uma serie de a¢gdes controladas
ou de movimentos sistematicamente dirigidos paraalsancar um determinado

resultado ou meta.

Sistemas:

e Um sistema € uma combinacdo de componentes quen a&ua conjunto e
realizam certo objetivo. Um sistema nado € limitagmenas a algo fisico. O
conceito de sistema pode ser aplicado a fendmergigatos, dindmicos, como
0os encontrados na Economia. A palavra sistema dawe,conseguinte, ser

interpretada para designar sistemas fisicos, hmégecondmicos, e outros.

Disturbios
» Um disturbio ou perturbagéo é caracterizado porsumal que tende a afetar de
modo adverso o valor da variavel de saida de utensés Se um disturbio for
gerado internamente no sistema, ele € dito umrdistinterno; ao passo que o
distarbio externo produzido fora do sistema e smpmta como um sinal de

entrada no sistema.
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Atuadores:
* A funcdo do atuador é transformar o sinal do cdadiar, de baixa poténcia,
num sinal ou forga de alta poténcia, suficientepaodificar o estado da planta.
Os sensores ou elementos de medida transformafdaadsaplanta (estado) que
pode ser posicdo, pressao, voltagem, etc., em diyoode sinal que seja
compativel com a forma utilizada pelo controle. Eeral os sistemas de

controle necessitam de um suprimento externo dgie@ngara poderem operar.

Controle:

* OLIVEIRA (2005) explica que controlar é compararesultado das a¢cdes com

padrdes previamente estabelecidos, com a finalidaderrigi-las se necessario.

Controle com Retroagao:

« Controle com Retroacdo ou a Malha Fechada se rafarea operacédo que, em
presenca de disturbios, tende a diminuir a difexesmtre o sinal saida de um
sistema e o sinal de referéncia, e que opera cemriesta diferenca.

Controlador (CARRARA, 1998)

Um controlador de um sistema € um dispositivo @feto, pneumatico,
hidraulico ou mecénico que compara a situacdo daiplanta (o estado da planta, dado
pela sua posicao, velocidade, tenséo, etc.) qupiesecontrolar, determina a seguir o
desvio ou erro com relacdo a uma referéncia fodaegiproduz um sinal de controle no
atuador que, por sua vez, leva o sistema a reduzanular este erro.

Em um sistema controlado pode haver um conjunto atileadores que
transformam o sinal do controlador numa acao edaroa planta, e um conjunto de
sensores, que medem o estado da planta e condiciesta medida para o controlador.
Observa-se na figura 2.5 que o controlador defina malha fechada, isto €, ele avalia
a atuacao para modificar o estado da planta ar pdetiestado dela. Embora os
controladores em malha fechada sejam mais comxiste® casos de controladores em

malha aberta, que ndo necessitam conhecer o ekdguanta.
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FIGURA 2.5 — Esquema simplificado do controle deaytanta.

2.5. Alguns Tipos de Controladores

A teoria envolvendo a forma como o controlador¢fanma o erro (ou entdo as
informacfes do estado e da referéncia num sinalodé&role € bastante vasta e sao
inimeros os tipos de controladores diferent@n-¢ff PID, robusto, ndo linear,
adaptativo, escalonadéjzzyou légica nebulosa, neural, etc.). Porém, os jmas
tipos de controle utilizados na indUstria, e quadaptam facilmente a sistemas lineares

Sao:

a) Controladoresn-off, de duas posi¢des, ou também conhecidos ¢@ng-bang
b) Controladores proporcionais (P)

c) Controladores integrais (1)

d) Controladores proporcionais-integrais (PI)

e) Controladores proporcionais-derivativos (PD)

f) Controladores proporcionais-integrais-derivasi8ID)

2.5.1. Controleon-off

Num sistema de controle liga-desliga o elementoatimcdo pode assumir
apenas dois estados, ou duas posi¢coes; em gexdd lgy desligado. Uma variagéo do
controle liga-desliga é o controleng-bang no qual ha uma terceira possibilidade:
ligado, desligado ou invertido.

Nos controladores liga-desliga a atuacao € obtidéuacéo do sinal do erro, por

exemplo:
u(t) = = const para®t) >0, (2.3)
u(t) =u, = const para®t) <0 (2.4)
ou ainda:

u(t) =U = const' parae(t) > 0' (2.5)

ut) =0, paraet) =0 (2.6)



24

u(t)=-u para®t) <0 2.7)

Exemplos destes controladores séo valvulas pnecesatoperadas por
solendides elétricos, valvulas hidraulicas, chalésicas, etc. Considere, por exemplo,
um sistema de controle de nivel como indicado guardi 2.6 e seu respectivo diagrama
de blocos pela figura 2.7. Quando o nivel do tanqubaixo a bdia provoca o
fechamento do interruptor elétrico, causando atafzerda valvula operada pelo
solendide, e liberando assim a entrada de liqddoo fornecimento de agua (vazéo de
entrada) for maior do que a retirada (vazédo deayadthtdo a altura de liquido no tanque
ird subir. Quando for atingido o nivel de operag@dobia sobe e abre a chave, o que
fecha o fornecimento de agua. Um problema bastamteim em controladores do tipo
liga-desliga € o rapido chaveamento que ocorredparerro esta proximo de zero, ou
seja, quando o sistema esta operando perto do mEntoperacdo. Nesta situacao,
pequenos deslocamentos fazem com que o atuadoml@j@ligue e desligue em
intervalos curtos de tempo, 0 que provoca um désgapido do atuador. Para evitar
este chaveamento rapido, introduz-se uma zona moortama lacuna diferencial no
ponto de operacéo, fazendo com que o controle fipstigado sempre que o estado
estiver proximo (e ndo apenas igual) do ponto agamdo. O controle passa a ser dado

ent&o por:
u(t)=u paraet) > & (2.8)
u(t) =, parae(t) &, (2.9),

onde ¢£e ¢&,580 constantes escolhidas com base na freqiéncejada de

chaveamento. Em geral é positivo £,€ negativo. A representacdo por diagrama de

blocos de um controlador com zona morta.
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valvula

FIGURA 2.6 — Controle de nivel tipo liga — desldmum tanque.
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FIGURA 2.7 - Diagrama de blocos de um controladotipo liga-desliga (a), e liga-
desliga com zona morta (b).

Em um sistema com controlador liga-desliga com zmioata, a resposta fica
oscilando entre os valores minimo e maximo da zopda, e entre 0s extremos 0
sistema segue a sua propria dindmica, uma vez oeha atuacdo dentro da zona
morta. A figura 2.8 mostra o comportamento tipiecudh sistema sujeito a um controle
liga-desliga com zona morta. No exemplo do condmiade nivel, se hfor a altura a
ser controlada, o controle com zona morta seriomaa: ligar se h <h- ¢, e desligar

seh>ph+e.

Jia &

FIGURA 2.8 - Comportamento dindmico de um sisteora controlador liga-desliga

com zona morta.
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2.5.2. Controladores Proporcionais (P)
Em um controlador com acg&o proporcional de contekuacdo € proporcional
ao sinal do erro e(t), ou seja, quanto maior o, enaor sera a atuacao. Se o sinal do

controle for representado por u(t), entdo num odafproporcional tem-se:
u(t) = er(t) (2.10)

ou, aplicando a transformada de Laplace:

U(s)=K,E(s) (2.11)

onde K, € uma constante conhecida como ganho proporcional.

A figura 2.9 representa o diagrama de bloco de antrglador proporcional.
Um sistema controlado por um controlador propo@i@cuja funcéo de transferéncia
€ dada por G(s) possui um diagrama de blocos santelao mostrado na figura 2.10, a
funcao resultante do sistema controlado fica entao:

(2.12)

;-{r_]_ ,:: e(r) %, 2(f) _

-

clt)

FIGURA 2.9 — Diagrama de blocos de um controle projpnal

(i) —~e) u(f) 1 el
—':?* — G(s) 1=

FIGURA 2.10 - Diagrama de blocos de um sistema controle proporcional
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2.5.3 Controladores Integrais (1)
A acdo de um controlador integral muda de formg@monal ao sinal de erro,

ou seja:
dz—?) = Kelt), (2.13)

cuja transformada de Laplace vale:

sU(s) = KiE(s) (2.14)

onde Ki é também constante, conhecida como gartbgral. Em termos de diagrama
de blocos, o controlador integral, num sistema ¢ongéo de transferéncia G(s), fica
como mostrado na figura 2.11.

A funcéo de transferéncia do sistema controlada fic

C(s) _ K,G(s)

R(s) s+K.G(s) (2.15)

b

(1) e(r) ; u(r) ) (1)

FIGURA 2.11 - Diagrama de blocos de um sistema controle integral.

2.5.4. Controlador Proporcional-Integral (PI)
Pode-se agrupar os dois tipos de controladoreesvesit agora em um Unico
controlador. Este controle € denominado de propoattintegral (Pl) e a atuacéo € a

soma das atuacoes proporcional e integral, ou seja:
u(t) = K &lt) + K, [ elt)at (2.16)

E conveniente expressar o ganho integral Ki emdsrdo tempo integral,; T
dado pela relagéo entrg K K. Neste caso o controle fica:

ult) = er(t)+}_<r—i” [ eft)e

(2.17)
Aplicando a transformada de Laplace, tem-se:

% [“_] (2.18)
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O diagrama de blocos de um controle proporciortalgnal de uma planta cuja
funcdo de transferéncia vale G(s) é apresentadfignen 2.12(a). A figura 2.12(b)
mostra uma simplificacdo do controle do diagramarasr. A fungéo de transferéncia

do sistema controlado fica:

clg) . K,+Ts(s)
RS) T+ K, BTG50

7 e(f) 1 u(t) - c(t)
—h—?—— K, —_— —h—?—» Gu) -
+ : Ts +

(a)

(2.19)

Y

it (N K (14T 35) | ul ()
‘J(ﬁ E(a ;-( / (—_:_ G[S} (n’.-_
+_‘—" f' 5

N —

FIGURA 2.12 - Diagrama de blocos de um sistema controle proporcional-integral

(a) e diagrama simplificado (b).

2.5.5. Controlador Proporcional-Derivativo (PD)

A acdo do controle derivativo é proporcional a agdb do erro, isto é, quanto
maior for a taxa de variacdo do erro, ou a velat@dsom que o erro varia, maior seré a
acdo derivativa. O controle PD agrupa o controtgercional, adicionado ao controle
derivativo, na forma
u(t) = K elt) + K, adt)

dt (2.20)

O ganho derivativo, ¥ pode ser posto em funcdo do ganho proporciomnil e
tempo derivativo, = Kq / K. A transformada de Laplace do controlador PD édad
por
uls)_ g (1+T,s)

E(s) ° 2.21)

O diagrama de blocos mostrado na figura 2.13 reptasum controlador PD de

~—

uma planta com funcdo de transferéncia dada por @&(funcédo de transferéncia do

sistema completo é:
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cls) . K,[@+T,s)c(s)
R(s) 1+K,(1+T,s)G(s)

;1? % e(r) 5, - s - % (1) ) t‘(f)=

FIGURA 2.13 - Diagrama de blocos de um sistema controle proporcional-

(2.22)

derivativo

2.5.6. Controlador Proporcional-Integral-Derivativo (PID)
O controlador PID é o mais abrangente dos contootsdproporcionais, porque
engloba as a¢Bes proporcional, integral e deri@afivacdo do PID é dada por:

u(t) = er(t)+$je(t)dt +K,T, %

(2.23)
Cuja funcao de transferéncia fica:
2
uls) Kp[1+Tds+lj:>% =, el st
E(s) )7 E(s Ts (2.24)

Na forma de diagrama de blocos o controle PID émads na figura 2.14, cuja funcéo
de transferéncia do sistema controlado fica dada po

c(s) _ K, (T,Ts? +Ts+1)G(s)
R(s) 1+K,(T,T,s* +T,s+1)G(s)

(2.25)

(r) (1) T, Ty +T s+1|u() c(f)
— - R’p - - (7(5) -

__T T s

FIGURA 2.14 - Diagrama de blocos de um sistema controle proporcional-integral-

derivativo.
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2.6. Sistemas Inteligentes

Inteligéncia Computacional € uma area emergentpedguisa fundamental e
aplicada que explora algumas tecnologias avangdelgsocessamento da informacao.
Seus principais componentes sao as redes neuta@)@ogia de conjuntos nebulosos e
a computacédo evolucionaria (NELLES, 2001).

Os pontos-chave dos sistemas inteligentes sdo:abillidade para usar o
conhecimento para desempenhar tarefas ou resotebiemas; b) capacidade para
aproveitar associacoes e inferéncia para trababar problemas complexos que se
assemelham a problemas reais (REZENDE, 2005).

Entre as habilidades inteligentes esta a habiligeta armazenar e recuperar
eficientemente grande quantidade de informagcé@m pasolver problemas ou tomar
decisbes e para conectar nossos pensamentos e i#aa de maneira nao-linear, ou
seja, de modo associativo (REZENDE, 2005).

Processos bioquimicos industriais sdo inerentememgplexos apresentando,
tipicamente, comportamento néo linear.

A logica fuzzy é tida como um sistema inteligente que ofereceanmbiente
muito propicio para aproximar o raciocinio, numoegb para modelar o pensamento
humano. Sistemas nebulosos adquirem o conhecinglenespecialistas e o codificam
em termos de regras SE... ENTAO..., empregando reggas num método de
interpolacdo e simulando o raciocinio para respoad®vas questdes (MEDEIR@S
al., 2001).

2.6.1. Fundamento$UzZzZY

O termofuzzyem lingua inglesa pode ter diversos significadesacordo com o
contexto de interesse, mas 0 conceito basico @ejetivo passa sempre pelo vago,
indistinto, incerto. As tentativas de traducao parportugués ainda ndo encontraram
uma unanimidade: nebuloso e difuso sdo os exemp@is mMopulares na area de
engenharia (REZENDE, 2005).

Seres humanos sao capazes de lidar com processastbaomplexos, tomando
por base informacdes imprecisas ou aproximadastratégia adotada pelos operadores
humanos é também de natureza imprecisa e geralrpesgivel de ser expressa em
termos linguisticos.

A teoria de conjuntofuzzye os conceitos de l6gidazzypodem ser utilizados

para traduzir em termos matematicos a informacgwdaisa expressa por um conjunto
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de regras linglisticas. Se um operador humanoafeaz de articular sua estratégia de
acdo como um conjunto de regras da forma se .doenim algoritmo a ser
implementado em computador pode ser construidoesdltado € um sistema de
inferéncia baseado em regras, no qual a teoriaomgurdos fuzzy e logica fuzzy
fornecem toda ferramenta matematica para se laharas tais regras linguisticas.

No mundo real (e em grande parte das aplicacOemtdeesse na area de
engenharia) existem propriedades que sédo vagastdacou imprecisas e, portanto,
impossiveis de serem caracterizadas por predicaddodogica classica bivalente.
Entretanto, Zadeh prop6s uma caracterizacdo maaargeneralizando a funcgéo
caracteristica de modo que ela pudesse assumir umera infinito de valores no
intervalo de [0,1]. Um conjuntiuzzyA em um universX é definido por uma funcéo de
pertinénciaga(x) : X - [0,1], e representado por um conjunto de paresnaitizs
A={ tn(X)/x}, X7 X, ondeun(x) indica o quantox € compativel com o conjun®. Um
determinado elemento pode pertencer a mais de umurto fuzzy com diferentes
graus de pertinéncia (REZENDE, 2005).

2.6.2. Representacéb uzzy de Conhecimento

Quando um ser humano esta resolvendo um problemwplero, ele tenta
primeiro estruturar 0 conhecimento sobre esse @nwdlem conceitos gerais e, depois
observa as relacdes essenciais entre esses cenégite processo de modelagep-
downpermite que se convertam relacdes essencialmerdes g imprecisas, obtidas no
primeiro momento, em algoritmos operacionais mataldados, numa segunda fase.

Essa perspectiva essencialmente humana de encararablema geralmente
nao permite a definicdo precisa de uma solucdoteemos de numeros exatos, por
exemplo, mas conduz uma classificacdo ou agreggedidativa em categorias gerais
ou conjuntos de possiveis solu¢des. A capacidadsadsificar de modo impreciso as
variaveis de um problema, em termos de conceitabtgiivos em vez de quantitativos,
traduz a idéia de uma variavel linguistica. O pssoede representacdozzy de
conhecimento aqui descrito depende fundamentalmaesée conceito (REZENDE,
2005).
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2.6.3. Funcodes de Pertinéncia

Um conjuntofuzzyé caracterizado por uma funcdo de pertinénciaagsame
valores dentro do intervalo [0,1]. Enquanto naiteolassica de conjuntos a fungéo de
pertinéncia assume apenas os valores zero indicgmel@ elemento ndo pertence ao
conjunto ou um indicando que o elemento pertenceoagunto, na teoria de conjuntos
fuzzy os elementos podem estar associados a graus tieépeia entre zero e um
indicando que os mesmos podem pertencer parciagnaemiais de um conjunto.

A principio, qualquer funcdo que associe valoréeerero e um a elementos de
um dado conjunto, pode ser tomada como funcéo dieérecia. Entretanto, na escolha
de tais funcdes, deve-se levar em conta o contextqual estas serdo utilizadas na
representacdo das variaveis linguisticas. Nestasetanto o nimero quanto o formato
das funcdes de pertinéncia devem ser escolhidasatdo com o conhecimento sobre o
processo que se quer estudar (AMENDOLA, 2005).

2.6.3.1. Fungoes de Pertinéncia Triangular

As funcbes de pertinéncia triangulares sdo cafaatlas por uma terna
(a b, ¢), ondea e c determinam o intervalo dentro do qual a funcédo eeinEncia
assume valores diferentes de zetbéeo ponto onde a fungéo de pertinéncia € méaxima.

A figura 2.15 exibe uma funcéo de pertinéncia tidar.

Variavel TRI (x.e,f.g) = 0 x_ e

independente 1-(f-x)/(f-e) e=x=f
] (9 -x)(g-f) fox<g

Pardmetros

do formato

u (x)$
1.0|--—---——---- TRI (x,e,f,g)

e F a Ii

Figura 2.15 — Funcao de pertinéncia triangular

Na ordenada desta figura, encontram-se os valarésng¢&o de pertinéncia e na
abscissa os valores da variavel que se quer egiabiEENDOLA, 2005).
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2.6.3.2. Funcdes de Pertinéncia Trapezoidal
Nesta funcéo é possivel representar todo um intedeapontos de maximo, conforme a

equacao (2.26).

ymin, x <ioux = f

ymin + (ymax — ymin) X r:T——ii' i<x<ml
f@) = { ymax, ml <x <m2 ' (2.26)

f—x

-t m2<x<f

\ymin + (ymax — ymin) x

onde Y,n € 0 menor valor possivel para a fungéga.xy maior valor, i 0 inicio do
trapézio, m o inicio do intervalo de maximo,no fim do intervalo de maximo, e f o

final do trapézio. A figura 2.16 representa a fungé pertinéncia trapezoidal.

fixlh
14

yHax -1

0 t | f f 3
i ml m2 f «

FIGURA 2.16 - Funcao de pertinéncia trapezoidal

2.6.3.3. Funcdes de Pertinéncia Gaussiana

As funcdes de pertinéncia gaussianas sao carawtaszpela sua médian) e
seu desvio padras). Este tipo de funcdo de pertinéncia tem um desaimsuave e
tem valores diferentes de zero para todo dominigad&vel estudada. A figura 2.17
exibe uma funcao de pertinéncia Gaussiana. Negiaafiencontram-se no eixo vertical
os valores da funcdo de pertinéncia e no eixo boté os valores da varidvel que se
deseja estudar (AMENDOLA, 2005).
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Y
()] 6 (x0) -(x-u)?

Gix,u,0= e N

| Ponto de Inflexao |

1= Média
= Desvio Padrao

!‘lF

FIGURA 2.17 — Fungé&o de pertinéncia Gaussiana

2.6.3.4. FuncdOes de Pertinéncia Sino

O perfil da funcédo de pertinéncia do tipo sino énbegarecido com a funcéo
gaussiana, entretanto, seu esforco computaciorsm menor por ndo envolverem
exponenciais (MEDEIROSt al, 2003).

A funcdo sino pode ser expressa pela equacédo (22Jyra 2.18), onde a
variavel “a” define a largura, “b” define o decamme e a variavel “c” define o centro

da fungéo de pertinéncia.

f(x;a,b,c) = ;rb (2.27)
1

|x—c
a

et ! PI (x,2,b)

FIGURA 2.18 — Funcéao de pertinéncia gaussiana
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2.6.4. Variaveis Linglisticas

GOMIDE e GUDWIN (1994) destacam um conceito de #amdntal
importdncia no campo da logicluzzy as variaveis linglisticas. Uma variavel
linglistica é definida como uma entidade utilizpdsa representar de modo impreciso
e, portanto, linglistico, um conceito ou uma vaiale um dado problema. Ela admite
como valores apenas expressdes linglisticas, cam@xgmplo: frio muito grande,
aproximadamente alto, etc. Estes valores contrastamos valores assumidos por uma
variavel numerica, que admite apenas valores &¢I seja, numMericos).

Um termo primario de uma dada variavel linguistcale ser representado por um
conjunto fuzzy existente no universo de discurso no qual estaéwelresta definida.
Assim, cada conjuntduzzy definido neste universo € associado a um conceito
linguistico que classifica ou define um valor ingse para uma variavel em questao.
Para um dado elemento do universo de discurso, o valor de pertinéncidu)
representa o quanto este elemento satisfaz o tomepresentado pelo conjuritzyA
(REZENDE, 2005).

Os termos primarios definidos para uma dada vdrligiiistica formam a sua
estrutura de conhecimento, chamada de parficzydesta variavel. Na figura 2.19, é
mostrado um exemplo de particitzzyde uma variavel lingtistica (Velocidade). O
universo de discurso utilizado € um segmento dal@sem quildbmetros por hora
(km/h), entre 0 e 100 km.

1.2 Muito Muito

10' Devagar Devagar ModeradaRépida Répido

0.8
0.6F

0.4

Grau de Pertinéncia

0.2F

0 20 40 60 80 100
Universo de Discurso

0.0

FIGURA 2.19 — Exemplo de particfiazzyde uma variavel linguistica (Velocidade),
(NUCCI, 2005)
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A forma de utilizacdo das variaveis linglisticaspatede basicamente da
definicdo das propriedades sintticas e semangigas/do reger o comportamento do
sistema de conhecimentfuzzy Mais detalhadamente, as propriedades sintaticas
definem o formato em que serdo armazenadas funidg8isticas fuzzy Elas
proporcionam a criacdo de uma base de conhecintentendo sentencas estruturadas,
sistematizando os processos de armazenamento, bupcacessamento dos dados
existentes. Por outro lado, as propriedades setadntido especificar de que modo é
extraido e processado 0 conhecimento, armazenaddomaa de declaracdes
condicionaisfuzzy ou regras de producdozzy contido na estrutura definida pelas

propriedades sintaticas.

2.6.5. Sistema de Controle e InferénciBuzzy

Como sistemas capazes de processar eficientenmdotenacdes imprecisas e
gualitativas de forma geral, os modelos de infaegiuzzyséo especialmente adequados
em processos que exigem tomadas de decisdo per gmrbperadores e gerentes de
operacado. Aplicacdes deste tipo representam o conbeto e a experiéncia existentes
sobre um determinado estado do processo ou dg&itea a partir da entrada de dados
sobre 0s seus estados atuais, podem inferir sulugéeo temporal, as variagoes
importantes que ocorreram ou mesmo gerar sugesties as proximas acdes a serem
tomadas (GOMIDE e GUDWIN, 1994).

Na implementacdo do controlador nebuloso € nedessdin protocolo de
controle, caracterizando as principais propriedatleadequada estratégia de controle.
O protocolo de controle nada mais é do que o camiesxto do operador humano.

A estratégia de controle de um operador humano pederepresentada como um
conjunto de relacdes condicionfizzyque formam um conjunto de regras de decisao.
Cada regrduzzyé composta (na mesma forma como na légica cldgstcauma parte
antecedente (a parte "SE") e uma parte conseq(emp@te "ENTAO") resultando em

uma estrutura do tipo:
SE (antecedentegNTAO (consequentes)
O antecedente é composto por um conjunto de coegligde, quando satisfeitas

(mesmo que parcialmente), determinam o processantlentonseqiente da regra por

um mecanismo de inferéndiazzy O processo acima descrito denomina-se disparo da
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regra. Entretanto, o consequente € composto deonjurto de a¢cdes ou diagnosticos

gue sao gerados com o disparo da regra. Os comgegi@as regras disparadas sao
processados em conjunto para gerar uma respostanileistica para cada variavel de

saida do sistema (REZENDE, 2005).

O crescente interesse pela aplicacédo da teorimmjantofuzzyem controle de
processos deve-se ao fato de 0s processos inggistanplexos apresentarem
dificuldades significativas no controle automatem razdo das nao-linearidades, do
comportamento variante no tempo, da baixa qualidide medidas disponiveis, dos
altos niveis de ruidos, etc. Em geral, nessesngstecontrolam-se apenas variaveis
primarias, ou seja, aquelas que podem ser medid@ardente e controladas
(temperatura, pressao, pH, oxigénio dissolvidaz&oamolar de C¢) etc), deixando a
cargo do operador o controle global da qualidageaatidade de produto produzido.

Segundo KING e MANDANI (1977), até meados da déadeld 980, o projeto
de controle era baseado quase exclusivamente odastelassicas e modernas da
época, apresentado uma grande desvantagem peldefaés um amplo conhecimento
do comportamento da planta a ser controlada pay deemodelos matematicos.

Atualmente, o uso de computadores tem permitidailezagdo de técnicas
modernas de controle, inclusive com o emprego déefoe matematicos, apresentando
bons resultados para problemas lineares de natdedganinistica ou estocastica.

A estrutura de um processo controlado por um clatton fuzzyé mostrada na figura
2.20 enfatizando-se seus componentes basicos camaterface defuzzificacédo
regras/base de conhecimento, o procedimento deénd@ e a interface de
defuzzificacddGOMIDE e GUDWIN, 1994).

Na fuzzificacdo séo realizadas as analises do ambiente, pois éxulema
importancia conhecer. o problema a ser manipuladmo o especialista trabalha e
como ele entende sua realidade, qual a linguagenayselo especialista para tratar os
problemas, quais as decisfes e quando elas sadasn¥a partir da aquisicdo deste
conhecimento, pode-se saber em qual contexto enssbaseado em logibazzysera
aplicado. Nesta etapa sdo definidos os conjufuagy escolhendo qual o tipo de
conjunto a ser adotado (triangular, sino, gauskiaas variaveis linglisticas e as
funcdes de pertinéncia (RAMOS, 1999).
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Fornecidas por especialistas ou
extraidas de dados numéricos
.

5 REGRAS|
Para ativar Para fornecer a
asregras Yy | { saida precisa
x —{+] FUzZIFICADOR | | pEFUZZIFICADOR [+ ¥
Entradas : H Saida
i ! i Conjunto i
precisas Conjuntos : : ]] precisa
nebulosos de INFERENCIA | ::!::.;Ioso de
|

entrada

+ Mapeia fuzzy sets em fuzzy sets
+ Determina como as regras sdo ativadas e combinadas

FIGURA 2.20 — Estrutura basica de um controlddary(adaptada de GOMIDE e
GUDWIN, 1994)

As regras podem ser fornecidas por especialistas, em formasehtencas
linglisticas, e se constituem em um aspecto fundtaiheo desempenho de um sistema
de inferénciafuzzy Novamente tomando o exemplo de um controlddpzy este sO
tera um bom desempenho se as regras que definestradégia de controle forem
consistentes. Extrair regras de especialistas mamafode sentencas do tipSE...
ENTAO... pode néo ser uma tarefa facil. Alternativamentasande especialistas para a
definicdo da base de regras, existem métodos dm;értde regras de dados numericos.
Estes métodos sdo particularmente uteis em problelmalassificacdo e previsédo de
séries temporais (REZENDE, 2005; GOMIDE e GUDWIN94).

Na inferéncia € que sao definidas as regras, com base no com&c
adquirido no ambiente. A proposi¢ao do tipis A indica qual o grau de pertinéncia de
X No conjuntofuzzy A O valor verdade desta proposicao € usado paaauiatualizar
0s espacos de solucdozzy O espaco de solucdozzyfinal € gerado através da
agregacéo das proposicdagzycorrelacionadas. O processo de correlagdo seabasei
aplicacdo dos operadoremd e or, definidos nas regras, 0S quais conectam as
proposicdes. A execucao das regras em paralelauprespacos de saida que contém
informacéo de todas as proposicdes, entdo é necessalizar a composicado destes
espacos num espaco de sdiday

Os dois métodos principais de inferéncia em sistdorzysdo o métodonin-
max e o aditivo. Estes métodos diferem na forma de representaida.sNo método

min-max a regido consequente € restringida ao minimeeghio de saida € obtida por
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calcular o maximo das minimas regides. A diferatwanétodaaditivo para omin-max
esta na obtencdo da regido de saida, pois ao devébter o valor madximo entre as
regibes minimas, o método aditivo calcula o minentre 1 e a soma das fun¢bes de
pertinéncias (RAMOS, 1999).

Segundo GOMIDE e GUDWIN (1994) existem varios métdde
“defuzzificagdo” na literatura: dois dos mais engai@os sdo geentro de gravidade e a
média dos maximos. Na média dos maximos a saidasaré obtida tomando-se a
média entre os dois elementos extremos no univgugocorrespondem aos maiores
valores da funcéo de pertinéncia do consequenta.Ceentro de gravidade, a saida é o
valor no universo que divide a area sob a cunvuigéo de pertinéncia em duas partes

iguais.

2.6.6. AplicacOes da Logic&kuzzy em Bioprocessos

Durante os Ultimos anos, a inferéndiazzy tem sido aplicada em varios
bioprocessos. Alguns autores utilizaram o confilet@yem processos fermentativos.
YAMADA et al.(1991) publicaram uma aplicacdo de contfelezypara fermentacao
em batelada alimentada da coenzima @nde se utilizou a limitacdo do suprimento de
oxigénio. O controladofuzzyusado por estes autores apresentava 70 regeay Os
autores destacaram a alta eficiéncia do algoritamarde os processos fermentativos.

ALFAFARA et al. (1993) utilizou um sistemduzzy para o controle da
concentracdo de etanol e também para identificaéodma producdo de um peptideo
(GSH) em uma cultura de batelada alimentada utitimauma levedura. Este controle,
além de manter constante a concentragdo de etarmdiém tinha a funcéo de verificar
“estado emergencial da glicose”, como por exemploymulacdo ou deficiéncia.
Resultados mostraram que a taxa especifica cdé@mescimentg, corresponde a uma
taxa de producdo de GSH. Assim, o controle (depara Y. poderia ser feito
indiretamente mantendo uma concentracdo de etanstante, ou seja, zero formacéao
de etanol manipulando a taxa de alimentacéo desglic

SHIBA et al. (1994) utilizaram um sistemfazzyno controle da glicose e do
etanol para a melhoria da producdo @emilase em uma cultura em batelada
alimentada daSaccharomyces cerevisia®s autores relatam que o controlador foi
desenvolvido para o controle simultaneo da gliq@sg5 g/L) e do etanol (2 g/L). Os

Resultados mostraram que a atividade e a atividapgecifica foram duas e trés vezes
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maiores, respectivamente, se comparados com &&iu@nde somente a glicose era
controlada.

KITSUTA e KISIMOTO (1994)estudaram o controle da producdo de &cido
glutamico por espécies dBrevibacterium Em seus estudos um Otimo modelo
deterministico ndo p6de ser construido facilmewtecausa do atraso de informacdes
quantitativas no efeito da concentracdo de agudarmecanismo de producéo de acido
glutdmico. Em particular, a producéo de acido ghité foi reduzida significativamente
pela falta de acucar no comeco da fase de produ€étretanto, um esquema
supervisorio de controlieizzyfoi desenvolvido para resolver este problema.afdicdo
do periodo da fase de producdo para o periodo rpsfei identificada usando
inferénciafuzzyno sistema de controle.

Outro sistema de controle logidazzy baseado em regras foi desenvolvido e
simulado para o controle da concentracdo de pg@iodm um reator manipulado em
batelada alimentada por NYTTLE e CHIDAMBARAM (1993 controle do erro na
concentracdo do produto e a taxa de alimentac&autteenteF foram usados como
variaveis linglisticas E foi manipulada pelo controle da concentracdo odeyio f).
Depois de algumas simulaces, um conjunto de sgias foi construido. Para testes e
robustez do sistema de contrélezzyalguns parametros foram variados: a taxa inicial
de alimentacéo, volume inicial do reator e o tedp@mostragem. Seguindo todo este
trabalho, os autores indicam um simples contit@ypara o caso de medidas®en-
line.

SOUZA Jr e ALMEIDA (2001) utilizaram a légidaizzyna implementacédo de
um controleFuzzypara a determinacdo do momento em que deve se&daia adicdo
da sacarose a um sistema fermentativo para prodlec@efalosporina C em regime de
batelada alimentada. Os autores conseguiram igmmtdom precisdo 0 momento para
inicio da Batelada alimentada durante as fermeptctendo como variaveis para o
algoritmofuzzy,0 tempo de cultivo e a fracdo molar de,CO

NUCCI et al. (2005) implementaram um algoritmo baseado naaetail 6gica
Fuzzy(Fortran ®) com o objetivo de identificar 0 monedia maxima concentracao de
enzima durante os cultivos pBacillus megateriumnou seja, 0 momento de finalizar o
cultivo. Os resultados obtidos mostraram ser ordigo eficiente na identificacdo da
méaxima concentracdo de PGA, tanto na fase de ajostparametros quanto na etapa

de validacdo com dados nao utilizados anteriormente
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FERNANDESet al. (2007) desenvolveram um algoritmo, que atravéesdied
fuzzy conseguiram controlar o inicio da vazdo de majesnentar e do término da
corrida durante o cultivBacillus megaterium

JIN et al.(1996) utilizaram redes neurais artificiais e colgtbaseado em logica
fuzzy para cultivo deSaccharomyces cerevisiaecombinante em modo batelada-
alimentada.

HISBULLAH e RAMACHANDRAN (2003) desenvolveram um miwolador
baseado em logicuzzy para regular a taxa de alimentacdo de substratainde
fermentador operado em modo batelada-alimentada @aultivo deSaccharomyces
cerevisiaevoltado para a industria de panificagéo.

O’ CONNOR et al. (2002) integraram um controlador baseado em |6fyizay
ao processo de fermentacao da industria cervejeira.

KARAKUZU et al. (2006) desenvolveram dogoft sensorpara estimacéo da
concentracdo de biomassa e do crescimento cekpaciico no processo de producao
de levedura da industria de panificacdo. Fizeram des um controlador baseado na
l6gica fuzzy para atuar no processo fermentativo para coragiaxa de substrato
injetado no fermentador, assim como também o flde@r que alimentava a batelada
alimentada.

KASPERSKI e MISKIEWICZ (2008) fizeram uso de um tofador baseado
na légicafuzzypara a otimizacdo da taxa de alimentacdo de utorreperado em modo
batelada-alimentada para a producdo de biomassadsolpara a industria de

panificacao.

2.7. Modelagem Matematica

Altos custos associados com muitos processos feéatnes tornam a
otimizag&o do desempenho do biorreator bastantejalel. Devido a este fato,
modelos matematicos sdo formulados com o intuito ed¢éudar 0s processos
fermentativos e estabelecer estratégias de corpeoke que os mesmo desempenhem
um melhor rendimento (REHM, 1993)

Para se alcancar bons resultados em cultivo deorgamismos, algumas
estratégias de otimizacdo do processo devem seideoadas. Muitas das estratégias
disponiveis sdo baseadas no uso de modelos matemdth crescimento celular. Os

modelos quantificam a relacdo entre a velocidadeeaiica de crescimento do
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microrganismo e a concentracdo de substrato liteitaalém de relacionarem o
consumo de substrato ao coeficiente de rendimenpyatiuto.

O estudo da influéncia das condi¢des de cultiveatacidade de crescimento se
mostrou de fundamental importancia, pois € a pd#iexpressdo desta velocidade que
se pode simular a produtividade em biorreatoresndCga descrito anteriormente,
existem diferentes tipos de modelos, dos mais cexopl| representados por modelos
estruturados que descrevem as principais reac@odas células, aos mais simples,
0s ndo-estruturados, que procuram uma equacaopgeeatiescrever o crescimento. Os
modelos podem ser ainda, segregados (distinguendifesentes tipos de células
presentes no reator) ou ndo segregados (considen#iorme a populacdo de um
cultivo). Os modelos estruturados segregados saonais realisticos, porém sao
também muito complexos computacionalmente (SHULBRARGI, 2001). A figura

2.21 apresenta a ordem de complexidade dos mocdiaketscos.

naoc-estruturadoe estruturado
caso mais simplificado
o
@
> populacdo crescimento populacdo
=8 homogénea balanceado homogénea
© - i
? nico simplificacio varios
2 componente componentes
simplificagio sumplificaciio
“célula media™ “célula media”™
o crescimento _
% populacio balanceado populagdo
> heteroedn <+« heterogénea
@ .let.el ogenea simplificacdo varios
o nico
A componentes
componente
caso mais préximo do real

FIGURA 2.21 - Perspectivas para a construcdo destosainéticos do cultivo de
microrganismos (BAILEY e OLLIS, 1986).

De acordo com NIELSEN e VILLADSEN (1994) em modeth@®-estruturados,
a cinética de crescimento € modelada normalmenteapenas uma reag¢do. J4 0s
modelos estruturados séo de certa forma melhonasmodelos ndo-estruturados, na

medida em que alguns mecanismos basicos do commmorta celular s&o incorporados
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ao menos qualitativamente. Em modelos estruturatimdys os componentes da
biomassa sdo agrupados indiscriminadamente em akwaridveis chaves, que sao
supostamente representativas do comportamentoacelDesta forma a atividade
microbiana se torna uma funcdo nao apenas daye@ridbioticas, que podem mudar
em pequenos e constantes intervalos de tempo,amd®m da composicéo celular, e
desta maneira depende das condi¢cdes do meio & api@iélulas foram submetidas.
Existem muitas aproximacdes que visam estrutubdmraassa e que se subdividem em:
Modelos estruturados simples, nos quais apenassalgoucos componentes celulares
sao considerados; e Modelos altamente estruturamboguais sao considerados mais de
20 componentes intracelulares.

A complexidade das reagBes metabdlicas é tamanbangsmo em modelos
altamente estruturados os componentes celularesascno modelo representgmols
de enzimas diferentes, metabdlitos, ou outros coepes celulares. As reacdes
celulares consideradas em modelos estruturadasosdeqientemente, empiricas desde
gue ndo podem representar a conversao entre contpeneerdadeiros. Devido a essa
natureza empirica, os modelos estruturados saocad@senormalmente em alguns
mecanismos celulares bem conhecidos, e assim, estdslos tém a habilidade de
simular muito bem algumas caracteristicas dos expetos (NIELSEN e
VILLADSEN, 1994).

2.7.1. Modelo Proposto Por HALLet al. (1978)

Este modelo postula que a levedura pode usar tawi® respiratoria, em que a
glicose é convertida a dioxido de carbono e masidat, ou a via fermentativa que
resulta na formacéo de etanol, dioxido de carbogéla@las. Quando a velocidade de
crescimento do microrganismo é pequena, o0 metabolis completamente realizado
pela via oxidativa, o coeficiente respiratdrio aseuvalor proximo da unidade e o
coeficiente estequiométrico de conversdo célulaulzsteato, ¥%s, € 0,5 g célula/g
glicose. Esta situacdo se mantém até um determweddo de glicose (valor critico) a
partir do qual o metabolismo se torna fermenta(BbANCH e CLARCK, 1997). Na
via fermentativa o coeficiente de rendimento de@es ha um aumento na velocidade
especifica de producdo de didéxido de carbono eokt&sta velocidade critica de
crescimento é apenas um pouco maior do que a dalbeimaxima de crescimento da
levedura em etanol. Existe uma mudanca no perfiotieentracdo de enzimas no meio

que reflete a troca das vias metabdlicas, da eegsjor para a fermentacdo. Em baixas
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velocidades de crescimento um baixo niumero de eszigticoliticas € encontrado no
meio.

Na via fermentativa o coeficiente de rendimentoidine ha um aumento na
velocidade especifica de producao de didéxido deocar e etanol. No caso do processo
de producéo de leveduras tais subprodutos sdoejatess (BLANCH e CLARCK,
1997).

A medida que aumenta a velocidade de crescimepicégo a quantidade de
células que se dividem aumenta quase que lineagmigtiizando-se esta relacéo linear
e o tempo médio de geracdo de uma célula, o temmulodivisdo da célula pode ser
calculado. Existe uma pequena variagcdo na veloeidid crescimento em diferentes
etapas do crescimento da célula.

O modelo em questdo baseia-se no fato de que sidigelular ocorre em dois
estagios. A extensdo do primeiro estagio dependalisizonibilidade de substrato
limitante e assume-se que a extensdo da segurel@ faslependente da concentracéo
de substrato.

Considera-se que a massa celular € composta depdras: parte A (composta
por células que consomem substrato do meio e peod@nergia) e parte B (composta
por células que realizam a reproducdo e divisdalagl As células do tipo B se
convertem em células do tipo A com velocidade @nristao passo que as células do
tipo A consomem substrato e geram células do tiposBlocidade variavel.

O modelo aborda a questdo da regulacdo dos mestadoslide respiracéo e de
fermentacdo. A repressdo das enzimas respiratpeias glicose (chamada de Efeito
Crabtree) foi inicialmente pensada como se a gic@gisse como um repressor do
catabolismo. Evidéncias mais recentes sugerem gugrande fluxo catabdlico € a
causa direta da inibicdo da respiracdo e que aeantnacdo de glicose age num campo
secundério. O modelo propde ainda que ambos —lighcé a respiracdo - possam
ocorrer com células do tipo A e gue ambos podemeprenergia para o crescimento
dos microorganismos (BLANCH e CLARCK, 1997).

A equacéo (2.28) mostra o metabolismo fermenta#ivequacéo (2.29) mostra
o0 metabolismo de respiracdo. A equacao (2.30) mesthivisdo celular - célula do tipo

B se transformando em célula do tipo A.



45

A+ aS—- 2B+ a,E + CO, (2.28)
0, +A+ azE - 2B + CO, (2.29)
B-A (2.30)

A quantidade total de células do tipo A somadaséhdas do tipo B da o total
de massa celular por unidade de volumg, &£ concentracdo de etanol do meio esta
representada porgCe a concentracdo de substrato @orSao assumidas no modelo as

equacgOes de velocidade conforme descrito nas eggi§231) a (2.33).

C
Ty = kch stCS (231)
C
g = szAT‘fCE (232)
c = KCB (233)

Assume-se neste modelo que o processo de divisametidas (células do tipo A
se transformando em células do tipo B) ocorre acidhde constante visto que o0s
mecanismos de respiracdo e fermentacdo seguemeéticaimle Monod (BAILEY e
OLLIS, 1986). Partindo destas consideracfes padesseito um balanco de massa para
cada uma das espécies consideradas no modelouAstes (2.34) a (2.37) apresentam

estes balancgos.

dcCg

dt = ZTA + ZTB —Tc (234)
dac

d_tA =Tc— T4 — 71 (235)
% = QAyTy — A3Tg (236)
Ls = _q,r, (2.37)

dat

As equac0es (2.38) e (2.39) mostram as equacOapaiculo de velocidades
especificas de consumo de oxigénio e de producdgielo de carbono, assim como a
equacao (2.40) mostra a velocidade de crescimehitac
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__ 145 _ _arm
U=~ = "o (2.38)
_ 14 _ _ arrazasrp
U= = (2.39)
— 14
= (2.40)

A velocidade de consumo de oxigénio é proporcioaalvelocidade de
crescimento celular (respiracédo). A velocidade eifipa de producédo de diéxido de
carbono pode ser encontrada através de um balangmparbono. As equacdes (2.41)
e (2.42) sdo as equacdes propostas para a vele@dpdcifica de consumo de oxigénio

e a velocidade especifica de producéo de didxidmad®mno.

q0,(mol/gm.h) = 222 (2.41)
X
qC0, = 0,04q5—0,052q5—0,481 (2.42)

12

Com base nas equacdes (2.41) e (2.42) apresentail@s O quociente
respiratorio, RQ, pode ser calculado pela equaZdad).

_qCO, _ CER

q0,  OUR (2.43)

RQ

As constantes do modelo foram obtidas a partirjdstes com base nos dados
experimentais. O modelo proposto por HA&tLal (1978) descreve de forma razoavel
0 metabolismo de consumo do carbono e de produg&endrgia. A estrutura deste
modelo baseada em dois estagios de divisdo cdkmarcomo conseqiéncia que a
fracdo de massa celular (células do tipo B) aumimtarmente e a fracdo de células
(células do tipo A) decrescem com a velocidaderdscamento especifico. BLANCH e
CLARCK (1997) também apresentam o modelo de cresdioncelular proposto por

estes autores.
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3. MATERIAIS E METODOS

Neste item apresenta-se a metodologia experimegoash execucdo dos
experimentos em escala de laboratério. Descreveassjuipamentos experimentais
existentes no laboratorio de Simulagédo e Contrel@mcessos do DEQ/UFSCar, como
biorreator e acessoérios de medida, sistema deigémide dados, bem como os meios
de cultura, condicbes experimentais e as metoddoginaliticas utilizadas. Sé&o
apresentadas as ferramentas de programacgdo enésasépara implementacdo dos

modelos matematicos do processo utilizados paraaepso de producéo de levedura.

3.1. Microrganismo
Os experimentos foram realizados empregando féomeomercial fresco
(adquirido no comeércio local, marca Fleishmann)fe@nento consistia da levedura

Saccharomyces cerevisiaentendo 70% de umidade, em média.

3.2. Meios de Cultura

» Cultivos em Batelada e Batelada Alimentada
Para os experimentos realizados em batelada e tetademalimentada, o
meio de cultura continha a seguinte composicao:
» Levedura de panificacdo (Fleischmann) com concegdranicial
de 1,0 g/l
fosfato de potassio monobasico (}+D,) 5,09/I
sulfato de amoénio (Np.SOy) 4,5¢/I
sulfato de magnésio (MgS@H,0) 0,54/
estrato de levedura 30,0 g/l

vV V V V

» anti-espumante (surfanol) 1,0 ml por litro de meio.
Com relagdo a concentracdo de glicose ou AR (ctraggio de acucar

redutor) do meio a informacgao consta da Tabela 4.1.
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3.3. Métodos de Analise

Andlise da Concentracao Celular

Método da massa seca. Esse método consiste enofazenitoramento

da concentracdo celular total existente dentroidwdator. Retirava-se 20,0 ml
do meio reacional. Essa amostra era centrifugad@@aninutos a 8009. O
sobrenadante do material centrifugado era coletadomazenado para analise
posterior. A massa sedimentada era colocada enepesjuecipientes metalicos
previamente pesados (balanca de precisdo) e coloead estufa para secagem
a 100 °C até obtencdo de massa constante. Osergeipieram novamente
pesados e a diferenca entre 0s pesos representaassa celular da amostra. A

partir dessa massa e do volume obtinha-se a coacéatcelular.

Andlise da Concentracao de Glicose

Método de cromatografia liquida de alta eficiénéia.concentracdes de
etanol e glicose de alguns cultivos foram feitas ggte método de andlise, que
implica na analise das amostras em um sistemadwradm injecao de 20L de
amostra por meio de bombas Waters modelo 510artidia uma coluna de troca
ibnica modelo KS-801 x 1,3 cm, detector Waters 4ishndo como eluente
(fase movel da coluna) agua deionizada a uma vdgdomL/min e temperatura
controlada de 80°C.

Método enzimatico para analise da concentracadicesg. Foi utilizado
um kit para andlise enzimatica gentiimente cedidta pempresa Laborlab
Produtos para Laboratorio LTDA (Hereyal, 1974).

Analise da Concentracdo de Etanol
Método de cromatografia liquida de alta eficiéndda.descricdo € a
mesma para a apresentada para a analise de glicose.

Método de oxidacao pelo Dicromato método desendolpor Goslyn (1980).
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* Viabilidade Celular
A determinacdo da concentracdo de células viawigehlizada em
camara de Neubauer empregando a técnica de calocagd azul de metileno
(Antonini, 2004).

* Gases e Efluentes
A determinacdo da concentracdo do gas oxigénio elidwido de
carbono foi possibilitada pela utilizacdo de umliaador de gases da fabricante
Sick|Maihak modelo S-710.

3.4. Biorreator e Sistema de Aquisicao de Dados

Reator tipo tanque agitado e aerado modelo 5 Lm@acial Metalurgica LTDA,
Séo Carlos, SP).

Controlador Légico Programavel (CLP) — Nationalruments, modelo cFP
2020, utilizado na aquisicdo e controle das vargeeeracionais como pH, oxigénio
dissolvido, temperatura, velocidade de agitacérdoale ar e fragdo molar dos gases de
exaustao do biorreator.

Os cultivos foram realizados em modo batelada eclddd alimentada,
empregando levedura de panificacdo (levedura coahencarca Fleischmann). Os
meios de cultivo eram compostos por melaco dillddmeio sintético composto por
glicose.

Mais detalhes podem ser vistos na Figura 3.1 que ihestrar o aparato

experimental utilizado na realizacao dos experigeiratados neste trabalho.
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FIGURA 3.1 — Aparato experimental utilizado parsesgperimentos.

3.5. Analisador de Concentracéo Celular

Foi empregado um sensor capacitivo do fabricamigale nanotech (modelo
BIOMASS System, Los Angeles, EUA).

Este equipamento uma vez calibrado fornecia medidasoncentracéo celular
em tempo real. Todo procedimento de calibracdo eressitados obtidos seréo
apresentados no capitulo 4 (Resultados e Discussao)

O principio de funcionamento do equipamento seibase fato de que as
células viaveis funcionam como um capacitor cass suembranas celulares estejam
intactas. Usando frequéncias entre 0,1 e 10,0 MHzegoipamento fazia o
monitoramento da permissividade dielétricg ém pF/cm), que era diretamente
proporcional a concentracdo de células viaveis code ser visto na figura 3.2
(NEVESet al, 2000).
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FIGURA 3.2 — Incremento da permissividade em furd@ionassa celular, adaptado de
Markx and Davey, 1999

3.6. Método do balan¢o gasoso
O biorreator foi tomado como volume de controleapa realizacdo do balanco

gasoso. A Figura 3.3 mostra o volume de controke frAcdes molares dos gases de

saida do biorreatorY(,S2 e YCSOZ) sdo quantificadas através de analisadores de gas

(paramagnético para o oxigénio e infravermelho pat@xido de carbono). A partir da
vaz&o molar de entrada de ar (medida pelo medigloadéao) e com as fracdes molares
dos gases de saida do biorreator € possivel detarmvazao molar do gas de saida.

motor
corrente de

——
fluxdmetro T saida
de massa 2N
[ | o

corente e —* f Qg \

entraca ] by )
N \ \U_.
! QF A\t "\_,/}
| i
', Ty |
_0!/.
\\H__J e e e ———
' |
Volume de I |
Controle I :
||
|
N - R =
1
b . A .
L---ﬁ____l bioreator

FIGURA 3.3 — Volume de controle utilizado para ¢elngo gasoso.



52

Considera-se que o ar de entrada € seco, sendtiteimo de 79% déN, e 21%
de O, e que o gas de saida do reator € constituiddl deO, e CO,. Através deste

balanco gasoso é possivel determinar a fracdo melaitrogénio na corrente de saida a
partir das frac6es de oxigénio e gas carbbnico,dascxperimentalmente. A fracdo é
dada pela equacéo (3.1):

YNS2 =1—YOS2 —YCSOz

(3.1)
E feito um balanco molar para o nitrogénio quenégas inerte, indicando que a

taxa massica de nitrogénio na corrente de entradaalreator € a mesma da corrente

de saida. A fragdo molar dd, na corrente de entrada é considerada como sendo de

0,79. A vazéao molar de said@J) pode ser calculada:

i, Qe

Q= 1-Y5 -YS, (3-2)

A guantidade total d€0O, gerada ao longo do cultivo pode ser calculada pela

equacao (3.3):
_ (Ff ASvs
nco, _LO Q%YS, dt (3.3)

SubstituindoQg encontra-se:

QY .
ncQ, = | (—1—\/05 s JYCOZdt (3.4)

A quantidade total d®, consumida no cultivo pode ser determinada também

de forma analoga ao que foi feito par&0, .
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el e QY s
"0, =), (QeYoz (m}@}dt (3.5)

Se forem conhecidos os valoresmgQ, e nO, é possivel calcular o quociente

respiratorio RQ) definido por:

_ Neo,
RQgIobaI - n_ (3.6)

O,

Este sera dRQ no cultivo como um todo, desde o tempo inicial @teempo
final. No entanto para efeito de controle, € melinoe seja utilizado &RQ pontual, isto

€, em pontos discretos ao longo do processo.
E possivel determinar também a velocidade de reggim do microorganismo

com os dados obtidos no balanco gasoso, volumesio ae cultivo (V), vazdo molar

de gas na entrad®E) e as fracdes molares @& e CO, na saida do biorreatoYCﬁ e

YCS02 )

1 Yy, Qe
RC, == Q.YE -| — 2 =F __ s
X V{QE © (1—\(052—\(502 © (3.7)

3.7. Desenvolvimento da Interface de Supervisao dptataforma LabVIEW
3.7.1 Ambiente de Programacéao LabVIEW

O LabVIEW (aboratory Virtual Instrument Engineering Workbehcisa uma
linguagem de programacdo chamada G. Essa linguggessui diretivas como
PASCAL e C, mas que ao invés de utilizar comandoforma de texto para gerar as
linhas de codigo, usa uma linguagem de programgecaiica, ou seja, 0 programa é
feito na forma de um diagrama de blocos.
Utilizando uma estrutura de programacao orientadia filuxo de dados e hierarquica, o
LabVIEW torna simples a implementacdo de sistemasiptexos que englobem
aquisicdo e manipulacdo de dados ou ainda o centt®el equipamentos através do

computador. Além disso, o LabVIEW inclui diversagliotecas compostas por
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componentes contendo funcbes para aplicacbes Bsaec(algoritmos de analise

estatistica, processamento e geracao de sinajsiL.eticVIEW Tutorial Manugl1996).

3.7.2 Instrumentos Virtuais

Qualquer programa feito em LabVIEW é chamado d&umento virtual (VI —
virtual instrument ja que sua aparéncia e operacao assemelhameseidstrumentos
reais. Um VI, assim como um programa usual, € catop@or um conjunto de
instrucdes que fazem a manipulacéo e fluxo dos gjaelgpor uma interface com o
usuario, na qual se encontram as entradas e sadassarias. Basicamente pode-se
identificar em um VI duas partes que o compdem:

» Diagramade blocos— € a estrutura do programa propriamente dita qo&m o
codigo fonte construido de forma grafica;

« Paine frontal — constitui a interface com o usuario, apresentasheldorma
visual todos os controles, graficos e indicadooesiéndo uma tela que simula o
painel fisico de um instrumento. Este pode ser &olopor botdededs knobse
indicadores que permitem a interacdo atravésmwwseou do teclado do

computador.

3.7.3 Construcao do painel de controle

Para a construcdo do painel frontal, painel de rsigd® e controle dos
experimentos, foi estudado a melhor forma de disposdas principais variaveis do
processo e a facilidade com que o operador tegssacaos comandos.

Esta interface usuério-processo foi construida ograficos indicando o
comportamento de cada variavel em relacdo ao tebyides de liga-desliga, sinais
visuais indicadores de operacdo dentre outros coempes. O resultado obtido com a

elaboracao dessa interface pode ser vista na Fsglira
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FIGURA 3.4 — Interface de supervisdo e controlpaii$vel ao operador

Por meio dessa interface o operador do equipammeteria também acionar a

opcdo “CONFIGURACOES”, nela encontraria todas agdep necessarias para

escolher o tipo de controle a ser acionado no peacealém de realizar as devidas

configuracdes do controle a ser acionado. Estalelzonfiguracdo de controle pode ser
observada pela Figura 3.5.
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FIGURA 3.5 — Tela de escolha e configuracdo paragoles disponiveis

3.8. Implementacéo do Algoritmo Fuzzy

O algoritmo fuzzy foi implementado por meio da ferramenta existembe
programa MatLab (versdo 6.5) para essa finalidaeks-( FUZZY INFERENCE
SYSTEM

O FIS do Matlab foi a ferramenta escolhida para implementacécs pla traz
varios recursos graficos que auxiliam na construtgisistemafuzzy Um dos recursos
€ o editorFIS, onde sdo definidos a quantidade e os nomes diweia linglisticas,

escolha do método de inferéncia e método de dditerziio do sistema (Figura 3.6).
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FIGURA 3.6 — Tela do editdflS onde séo definidas as variaveis linguisticasaasai

do controladofuzzy

Outras funcionalidades s&o o editor de funcbesedtnpncia, editor de regras
fuzzye visualizador de superficie, que representammbemimento especialista humano

em um mapeamento computacional, como exemplificadeigura 3.7.

A GSunloc e Viewes: Hinbiled

cEim [ Edk Mew  Coaons

Hlepdh Froar w7l [reaz =) Slded] Al =

# g EE = EF s
CERS | | Heb | Che ||
Fimacks |

FIGURA 3.7 — Visualizador de superficie que repnég® conhecimento especialista

humano em um mapeamento computacional.
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Cada controladofuzzy consistia de varias funcées de pertinéncia, orgle a
variaveis linglisticas (variaveis de entrada) etetadas via funcdes de pertinéncia e
regras de tomada de decisdo, para entdo se tezéa da alimentacdo da bomba de
meio suplementar como saida desse mesmo controksléuncdes de pertinéncia para
cada algoritmo de controle sera vista com maioetalltes no capitulo 4 deste trabalho
(Resultados e Discussdes).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram realizados nove cultivos, sendo trés no niadelada e seis cultivos em

batelada alimentada, com as condi¢gOes apresentadeabela 4.1.

Tabela 4.1 — Condi¢Ges de cultivo utilizadas ngeermentos.

Expl | Exp2| Exp3| Exp4 ExpS Exp6 Exp7 Exp8 Exp9

Modo de operagéo BA* BA* BA* BA* B** B** B** BA* BA *

Controle usado On-off P Fuzzy | Fuzzy| --- --- Fuzzy | Fuzzy
Concentracéo inicial
de glicose/AR 5,0 5,0 5,0 11 5,2 55 8,5 0,5 0,5
(g/L)
Concentracéo celula
inicial (g/L) 1,0g/L | 1,0g/L | 1,0g/L | 1,5¢/L | 1,3g/L | 1,0g/L | 1,0g/L | 1,7g/L | 1,5¢/L
Volume inicial (L) 2,0 2,0 2,0 4,0 4,01 4,0
Volume final (L) 5,0 5,0 50 6,0 50 50 5,0 6,0 06,
Volume do meio 3,0 3,0 3,0 2,0 --- --- 2,0 2,00

suplementar (L)

Concentracgéo de
glicose/AR nomeio | 30,0 | 30,0 | 30,0 115 --- --- --- 115 115
suplementar

(g/L)

** B - Batelada
* BA - Batelada Alimentada

A concentracéo inicial de glicose foi programadaa® g/l, no entanto, como o
consumo celular era lento devido a baixa conceftragelular, fazia com que o
controlador demorasse um tempo relativamente ata pomecar a tuar na bomba de
meio suplementar, assim, para que o0 tempo de audga controlador fosse
maximizado, a concentracéo de glicose inicial édiuzida para 0,5 g/l.

Os primeiros pontos de amostras foram retirados &inutos a partir do
inicio do cultivo, isso para que as células pudegseterem passado pela fdag (fase
de adaptacao celular).

Os primeiros cultivos (Expl a Exp3) foram feitosmcaneio suplementar
formado por caldo de cana diluido (gentilmente deglior Usina de Aclcar e Alcool da
regido de Sao Carlos). Nos demais experimentosio aeecultivo foi substituido pela
utilizacdo de meio sintético empregando glicose @domte de carbono e energia de
forma a manter a reprodutibilidade dos cultivos.

Os primeiros testes de controle foram feitos cste eneio de cultivo (caldo de

cana). Problemas ocorreram e nestes ensaios napoksivel obter os valores
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experimentais da concentracdo celular, glicosearoét Serdo apresentados apenas 0s
dados da aquisicdo em tempo real (quociente rédpaop Estes ensaios foram Uteis
para ajustar a plataforma de aquisicdo de daddmrelda no programa LabVIEW.
Foram realizados trés ensaios, 0s experimentos, B2 e Exp3 em modo batelada
alimentada.

No primeiro experimento (Exp.1) foi utilizada arastgia de controlech-off. A
Figura 4.1 apresenta os resultados do quocienpérag®io (RQ) e da bomba de meio
suplementar durante o experimento. Neste ensaistoaise comset-pointo valor de
RQ em1,0. A bomba peristéltica que adicionava o meiolesupntar era acionada
guando o valor de RQ encontrava-se abaixo 1,0lgydda quando o RQ encontrava-se
acima de 1,0. HA de se ressaltar que esta estrat@giutilizada para avaliar a
comunicacdo entre o0 sistema supervisorio e a bopwsstaltica, devido a sua

simplicidade de implementacao.

35 T T T T 5000

3,0
4000

2,54
3000

RQ

2,04

2000
1,5

1,0 /\W 10004

05 T T T T T 0

Vaz:0 da bomba (ml/h)

Tempo (horas) Tempo (horas)
(A) (B)
FIGURA 4.1 — Comportamento do quociente respiratth) e da bomba de
alimentacédo de meio suplementar (B) ao longo demxento Expl (batelada

alimentada com controlador on-off).

No segundo experimento (Exp2) avaliou-se o alguritde controle P no
controle da bomba de suplementacdo. A Figura 4@sapta os valores do quociente
respiratorio (RQ) e da bomba de meio suplementdoragp do cultivo. O valor deet-
point de RQ foi ajustado em 1,0. Os parametros do denfdD foram: constante
proporcional (K) igual a 60, constante integralXTgual a 2*16 e constante derivativa

(Tg) igual a zero, logo os melhores parametros eradogr levaram a utilizagdo de um
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controle P ao invés de um PID. Estes parametrarfatefinidos a partir de varios
testes realizados em experimentos preliminares, f@ato foram utilizados mais de 9
cultivos apenas para esta finalidade, tais testasn eextremamente necessarios,
principalmente porque havia um atraso muito graralieitura dos gases, esse atraso se
devia principalmente pelo comprimento dos dutosaleta do efluente gasoso até o
analisador de gases e se dava também a proprimida@o processo (0 consumo de
glicose pelas leveduras era bastante lento, devibaixa concentracdo de levedura,
portanto ao dar um “pulso” de glicose no reator ol@va-se em torno de 1 minuto até
que se verificasse uma mudanca na leitura do adalisde gases), os parametros do
controlador P analisados podem ser vistos pelald dh2.

A sintonia desses parametros era feita da segiainte, preparava-se o cultivo
normalmente e, ao iniciar o cultivo, escolhia-skores bastante discrepantes para cada
parametro, a priori procurava-se zerar as consantegral e derivativa e, ao conseguir
um resultado satisfatério com o parametro propaadionodificava-se os demais até
gue o ajuste conseguisse ser o melhor possivehdQuse passava em torno de duas
horas e meia a trés horas de cultivo ja ndo sa fazis a sintonia, pois este tempo
inicial € o tempo critico, é onde o controlador @&@sdificil de ser ajustado devido a sua
dindmica mais agressiva, apds esse tempo um ndtaoaleveria ser preparado.

Neste experimento salienta-se que houve um probtemmaa aquisicdo de sinal
da bomba de meio suplementar a partir de 2 hoeasjoseste contornado apos 30
minutos. O controlador foi acionado a partir do nreatd em que o0 RQ caiu a um valor

menor que 1 pela primeira vez (em torno de 2h mib5apds o inicio do cultivo).

Tabela 4.2 — Ajuste dos parametros do controlador P

Teste Ti (s) Td (s) Kc
1 1E+77 0 10
2 1E+77 0 70
3 2 0,5 3,6
4 1E+6 0 80
5 3E+6 0 80
6 5E+6 0 80
7 3E+6 0,01 80
8 2E+6 0 80
9 2E+6 0 60
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0,0

Tempo (h) Tempo (h)

(A) (B)
FIGURA 4.2 — Comportamento do quociente respiratfh) e da bomba de
alimentacédo de meio suplementar (B) ao longo demxento Exp2 (batelada
alimentada).

No terceiro experimento (Exp3) objetivou-se avabaalgoritmo de controle
baseado na l6gicéuzzy Este controladofuzzy teve como variaveis de entrada o
quociente respiratorio RQ e a derivada da frac8lamae dioxido de carbono (YCO2).

A derivada da fracdo molar foi escolhida devido seu importante
comportamento de representar fielmente a atitude@o

Foi escolhida a derivada da fracdo molar do diéxddocarbono ao invés da
propria derivada do RQ, pelo fato de que o RQ,sgora razdo entre a fracdo molar de
diéxido de carbono e oxigénio, naturalmente aptesemais ruidos em seu sinal.
Portanto a fracdo molar do dioxido de carbono shpre este papel no lugar do RQ.

A Figura 4.3 apresenta os valores do quocienteregédpo (RQ) e da bomba de

meio suplementar ao longo do cultivo.



63

3.0 T T T T 3000 T T T T

- \ |

2,04 2000

RQ

154

Vazao (ml/h)

1.0+ 1000

0,5

0,0 T T T

o

0 1 2 3 4 5 6
Tempo (h)

(A) (B)
FIGURA 4.3 - Comportamento do quociente respiratGh) e da bomba de

Tempo (h)

alimentacédo de meio suplementar (B) ao longo demxento Exp3 (batelada

alimentada).

Observando as Figuras 4.1 a 4.3 depreende-se g@seilagcdo nos dados da
variavel RQ foi mais intensa no Expl que nos denNosExp2 a oscilagdo perdura por
um tempo menor que no Expl e com uma ligeira quedascilacdo. No experimento
Exp3 a oscilagdo é bem menor que nos dois primekpsrimentos, estabilizando em
torno doset-pointem um tempo bem mais curto. Contudo, a frequé&teiascilacéo da
bomba peristaltica foi bem mais acentuada. Aindargspode-se dizer que o algoritmo
de controlefuzzy mostrou-se mais eficiente que os controladaneff e PID no
controle de vazdo da bomba de meio suplementasakmos problemas ocorridos na
parte analitica (Expl a Exp3) e operacional (Expalienta-se que estes experimentos
foram (teis para o teste preliminar da plataforreaaduisicdo de dados e controle

implementada no programa LabVIEW.

4.1. Ajuste do Analisador de Células

O sensor capacitivo fornecia um sinal analégicaaie 0s experimentos. Esse
sinal esta diretamente relacionado com a leituraaaentracdo de células viaveis
presente no meio de cultivo. O sinal era enviada pasistema de aquisicdo de dados
(por meio de corrente elétrica, 4-20 mA). De acardm o fabricante, o sinal enviado
consiste na permissividade elétricg o meio de cultura, o qual estad diretamente

relacionado com a concentragéo de células viawemeaio de cultivo.
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Para estabelecer a relacéo entre a permissividéiiea do meio de cultivo e a
concentracdo de células viaveis, foram usados dssddos experimentos Exp4, Exp5,
Exp6, Exp7, Exp8 e Exp9.

O quarto cultivo (Exp4), realizado em bateladanahitada, foi conduzido da
seguinte forma: utilizou-se estratégia de contfalezycom sistema de inferéncia do
tipo mandani empregando como parametros o valogutiente respiratorio, RQ,
obtido em tempo real e a diferenca entre um vadorederéncia para o crescimento
celular especifico (1) e o calculado em tempo aephrtir dos dados provenientes do
analisador de células, para o métodaeteizzificacaofoi utilizado o centréide.

O valor de referéncia para o fator de crescimesgmecifico (u) foi escolhido
baseado em cultivos anteriores. Observou-se queacdedo com a mudanca na
dindmica de crescimento celular do cultivo, o valereferéncia tinha que ser ajustado,
ndo sendo assim uma constante durante todo culis&e valor de referéncia ficou na
faixa de 0,06 e 0,1h A diferenca entre o valor medido pelo equipamengste valor
de referéncia formava o segundo parametro de demue alimentava o controlador
fuzzy O controlefuzzy por sua vez, fornecia o valor de atuacao (vadadhomba de
alimentac&o do meio suplementar.

A Figura 4.4 apresenta os resultados obtidos mestieo (Exp4). As amostras
foram retiradas em quadruplicata, sendo assimusteada permissividade pela massa
celular vidvel desse experimento foi feito pela ir&hs amostras de massa celular.

O ajuste entre a massa celular e o sinal adqurédio analisador de células foi
feito da seguinte forma: primeiro foi feito um #atento do sinal adquirido do
analisador de massa celular devido ao alto niveu@® que o sinal apresentava, para
este tratamento foi utilizado um polinbmio de auatcurva obtida pelo equipamento,
com este polinbmio se tinha uma média do sinalthanlo, atenuando assim o ruido
deste sinal. O gréafico da Figura 4.5 ilustra olsaauirido do equipamento analisador
da concentracéo celular ao longo do cultivo.
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FIGURA 4.4 — Concentragdo de células em tempo(r€al) e amostrada (Cx), glicose

g2.5
a0
7rh
74
725

Permissividade {(mA/cm)
=% = m m [ny] [ny]
e L LS B = v S e T Bt |
SOm M m O mmm S om gom O

375
35

FIGURA 4.5 — Variacao da permissividade do meicwléura ao longo do experimento

(Cs) e etanol (Ce), medidas durante o experim@iixp4).
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4 (Exp4). Dados obtidos a partir do analisadorélelas.
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A correlacdo entre o valor medido pelo analisadocélulas (permissividade) e
o valor médio de cada ponto amostrado (concentregidar medida pelo método da
massa secas) foi elaborada, gerando a curva teac#o apresentada na Figura 4.6.
A viabilidade celular neste experimento foi super@o97% (em todas as amostras
retiradas). Observa-se uma relacédo linear entreermigsividade e a concentracéo

celular na faixa em que foi realizado o experimento

Permissividade X Concentracao Celular

85
80 y =10,816x + 34,968

25 _—* R? = 0,9823
70 A
65 g -

60 ® ¢ Per.

55 / ——Linear (Per.)

50 &
45 . T
1,5 2,5 3,5 4,5

Permissividade (mA)

Concentracdo celular (g/l)

FIGURA 4.6 — Relacao entre a concentracao celulabi{idade superior a 97%m
todas as amostragg¢rsuspermissividade obtida no equipamento (FOGALE) no

experimento 4 (Exp4)

A equacéao (4.1) apresenta a equacao desta curgalideacao relacionando a
concentracdo de células viaveis)(€om a permissividade)(fornecida pelo analisador

de células por meio do experimento Exp4.

Cx = 0,029-¢— 3,23 (4.1)

Este mesmo procedimento foi repetido para os demasrimentos a fim de
comparar os resultados obtidos com os ajustesrdiges a partir dai, estabelecer uma
relacdo que represente com fidelidade a massaacelehtro do biorreator a partir do
sinal de permissividade elétrica fornecido peldiaador de células.

O experimento Exp5 foi realizado em modo batelaglaps valores das
concentracdes de células para este experimentarpselevistos no grafico da Figura

4.7, onde, Cs é o perfil da concentracdo de glicGgeeé o perfil da concentracdo de
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massa celular obtida pelo método de massa secaeée dCperfil da concentracdo de
etanol no meio de cultivo. Essa nomenclatura éaaldopara todos os experimentos

abordados neste trabalho.

Cx—<4—RQ

Concentragcoes —®— Cs—®— Ce

Tempo (h)

FIGURA 4.7 — Concentracgao celular (Cx), de glic(f3s) e etanol (Ce) e RQ
(quociente respiratdrio) ao longo do experimen(BXp5), cultivo realizado no modo

batelada.

O mesmo procedimento foi realizado para obterraacde calibragéo para este
experimento. O resultado pode ser visto na figua 4

Permissidade x Massa Celular

65
= o / y =11,295x + 31,224
£ R2 = 0,9925
(]
©
O
T 55
> .
2 & Sériel
% 50 — Linear (Sériel)
[a

45 : .

15 2 2,5 3

Concentragdo Celular (g/l)

FIGURA 4.8 — Relacao entre a concentracéo celulabifidade superior a 97% em
todas as amostraggrsuspermissividade obtida no equipamento (FOGALE) no

experimento 5 (Exp5)
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A curva de calibracdo entre a concentracdo ddaseliaveis (¢) e o sinal
proveniente do analisador de células, a permismilddg), do experimento Exp5 é

apresentada na equacéo (4.2).

Cx = 0,032¢— 2,76 4.2)

O mesmo procedimento foi realizado para o experinm6, Exp6, cujo perfil de

concentracdes pode ser visto na Figura 4.9.

Cx—4—RQ

Concentracoes —®— Cs—®— Ce

Tempo (h)

FIGURA 4.9 — Concentracao celular (Cx), de glic@3s) e etanol (Ce) e RQ

(quociente respiratorio) obtidas no experiment&XpE)

O resultado obtido com o ajuste linear entre alsie permissividade elétrica do
meio e a massa celular analisada pelo método dsarsasa desse experimento pode ser

visto na Figura 4.10.
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Permissividade x Concentragdo celular
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FIGURA 4.10 — Relacao entre a concentracdo cefuiabilidade superior a 97% em
todas as amostragg¢rsuspermissividade obtida no analisador de células no

experimento 6 (Exp6)

A curva de calibracdo entre a concentracdo deahkveis () e o sinal

proveniente do analisador de células, a permismild€), do experimento Exp6 é
apresentada na equacao (4.3).

Cx =0,029c— 2,72 (4.3)

O procedimento de ajuste apresentado para osiegreos Exp4, Exp5 e Exp6,
foram aplicados aos experimentos restantes, Exgp8 & Exp9, e o resultado €

apresentado na sequéncia.

A Figura 4.11 mostra o perfil de concentrag6egdobtno experimento Exp7.
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Cx—4— RQ

Concentragcoes —®— Cs—®— Ce

Tempo (h)

FIGURA 4.11 — Concentracao celular (Cx), de glic(i3g) e etanol (Ce) e RQ

(quociente respiratorio) obtidas no experiment&xp{’)

O resultado obtido com o ajuste linear entre alsie permissividade elétrica do
meio e a massa celular analisada pelo método dsarsasa desse experimento pode ser
visto na Figura 4.12.

Permissividade x Concentracdo Celular

75
7 P y = 12,722x + 36,419
- R?=0,9819
< 65
O
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>
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& 55 ( )
50 ‘ T 1 T
1 1,5 2 2,5 3

Concentragdo Celular (g/l)

FIGURA 4.12 — Relacao entre a concentracédo ceuiabilidade superior a 97% em
todas as amostragg¢rsuspermissividade obtida no analisador de células no

experimento 7 (Exp7)
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A curva de calibracdo entre a concentracdo deahkveis () e o sinal
proveniente do analisador de células, a permismilddg), do experimento Exp7 é

apresentada na equacéo (4.4).

Cx = 0,027¢— 2,86 (4.4)

Para o experimento Exp8 (batelada alimentadaplitdo o resultado ilustrado

pela figura 4.13.

0,5 T T T T T T T T T 5
-a
0,4 -
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o S
§ 0,2 . —2'3“3
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U] _ZT
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[ ]
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0,0 SN S ———_—— 0
0 1 2 3 4 5 6 7
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FIGURA 4.13 — Valores experimentais da concentraigioélulas, glicose e etanol ao

longo do experimento 8 (Exp8).

O resultado obtido com o ajuste linear entre alsie permissividade elétrica do
meio e a concentracao celular analisada pelo mé&tadonassa seca desse experimento

pode ser visto na Figura 4.14.
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Permissividade x Concentragdo Celular
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FIGURA 4.14 — Relacao entre a concentracéo cefuiabilidade superior a 97% em
todas as amostraggrsuspermissividade obtida pelo analisador de célutas n

experimento 8 (Exp8)

A curva de calibracdo entre a concentracdo deahkveis () e o sinal
proveniente do analisador de células, a permisziddE), do experimento Exp8 é

apresentada na equacao (4.5).
Cx = 0,032¢— 2,88 (4.5)
Por fim, para o experimento Exp9 (batelada alingajtaforam obtidos os

resultados ilustrados na Figura 4.15. A figura 4dapBesenta o ajuste linear entre a

permissividade e a concentracéo celular.
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—®— Glicose e —®— Etanol
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FIGURA 4.15 — Valores experimentais da concentraigiicélulas, glicose e etanol ao

longo do experimento 9 (Exp9).
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FIGURA 4.16 — Relacao entre a concentracéo cefuiabilidade superior a 97% em
todas as amostraggrsuspermissividade obtida pelo analisador de célutas n
experimento 9 (Exp9)

A curva de calibracdo entre a concentracdo deahkveis () e o sinal
proveniente do analisador de células, a permismilddg), do experimento Exp9 é

apresentada na equacéao (4.6).
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Cx = 0,0382— 2,49 (4.6)

Apbs todo esse processo para 0s experimentosadostanteriormente pode-se
notar que as equacodes de ajuste obtidas sao leastanelhantes, isso vem nos mostrar
que é viavel a utilizacdo de uma equacao de cofweliseta do valor da permissividade
para a massa celular em tempo real. Isso permiteqe® esse dado possa ser tratado e
usado como um parametro de controle, além de pexu# o usuario do equipamento
possa acompanhar a leitura correspondente da dosmg@®m celular na tela do
computador em todo instante do cultivo.

As pequenas diferencas nos coeficientes de afleteequacdes obtidas nos
experimentos podem ser atribuidas ao ruido presensgnal de permissividade. Outro
fato a ressaltar € que as medidas foram realizpdasmas do limite inferior do
analisador (faixa de medida do analisador: 0 adg/Bp Contudo, h4 de se observar a

linearidade entre a permissividade e a concentregl@itar.

4.2. Avaliagdo do Modelo Matematico Proposto por Haet al.,1978

Os dados experimentais obtidos neste trabalho fat#lipados para avaliar o modelo
proposto por Hallet al. (1978). Para o ajuste dos parametros do modelamfor
utilizados os dados do sexto cultivo, em batel&dp® apresentado pela Figura 4.9).
Neste experimento obteve-se o valor experimentalodgdiciente de rendimento célula-
substrato (Y)s) de 0,25. Um ajuste visual dos parametros do mogielposto por Hall

et al. (1978) sdo apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Valores ajustados para os parametrasodelo proposto por Hadk

al.,1978.
Parametro Hall et al. Ajustado para este
trabalho.
k1 (hh) 5,0 5,0
K (h™) 0,51 0,47
k2 (hh 0,3 0,5
Ks (g/L) 0,5 0,51
al (-) 6,67 5,8
a2 (-) 2,8 2,8
a3 (-) 2,22 2,22
KE (g/L) 0,02 0,02
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As Figuras 4.17 a 4.19 ilustram os valores expamiais e simulados da
concentracdo celular, de etanol e glicose, res@engnte. A Figura 4.20 apresenta o
valor simulado para o quociente respiratério (R@hoago do experimento.

40
3,8
3,6
3,4
3,2
3,0
2,8
2,6
2,4 ] n
2,2 .

2,0
1,8
1,6
1,4 =
1,2
1,0

Cx (g/L)

T T T T T T T T T T T d T
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0

Tempo (horas)

FIGURA 4.17 — Valores simulados para a concentraefidar empregando o modelo
proposto por Halet al (1978), para os dados experimentais do cultiyiexp6).

4,0
3,8
3,6
3,4
3.2
3,04
2,84
2,6
2,4
2,24
2,0
1,84
1,6
1,44
1,24
1,04
0,8
0,6
044

Ce (g/L)

0,0 0,5 1,0 15 2,0 25 3,0
Tempo (horas)

FIGURA 4.18 — Valores simulados para a concentragdetanol empregando o modelo

proposto por Halet al. (1978), para os dados experimentais do cultiviexp6).
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Cs (g/L)

0,0 0,5 1,0 15 2,0 25 3,0
Tempo (horas)

FIGURA 4.19 — Valores simulados para a concentragaglicose empregando o
modelo proposto por Hadlt al. (1978), para os dados experimentais do cultivo 6
(Exp6).

30

25

20 -

0,0 0,5 1,0 15 2,0 25 30
Tempo (horas)

FIGURA 4.20 — Valor do quociente respiratorio (R@hulado pelo modelo de Hait
al. (1978); os pontos representam os valores calcsilag@artir de medidas do balango

gasoso. Dados referentes ao experimento 6 (Exp6).

Com os mesmos valores dos parametros listados Inelalr'd.3 procedeu-se a
simulacdo do modelo proposto por Hadt al. (1978) empregando os dados
experimentais do experimento 7 (Exp7, Figura 4.NBste experimento obteve-se o

valor experimental do coeficiente de rendimentalegsubstrato (Ys) de 0,21.
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As Figuras 4.21 a 4.23 ilustram os valores expeariaie e simulados da concentracao
celular, de etanol e glicose, respectivamente.quifa 4.24 apresenta o valor simulado
para o quociente respiratério (RQ) ao longo do empmto. Os mesmos valores dos

parametros listados na Tabela 4.3 foram utilizabstas simulagdes.

4,0
3,8
3,6 1
3,41
3,2
3,01
2,8
2,61
2,4
2,2
2,0
1,81
1,6
1,44
1,24
1,04

Cx (g/L)

0,0 0,5 10 15 2,0 2,5 3,0

Tempo (horas)

FIGURA 4.21 — Valores simulados para a concentraefidar empregando o modelo

proposto por Halét al. (1978), para os dados experimentais do cultiexp).

Ce (g/L)

00 +orp——s—pr——r—Yvb-+—-T——T—————
0,0 05 1,0 15 2,0 25 3,0

Tempo (horas)

FIGURA 4.22 — Valores simulados para a concentragdetanol empregando o modelo
proposto por Halét al. (1978), para os dados experimentais do cultivexpt).
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Cs (g/L)

0,0 05 1,0 15 2,0 25 3,0
Tempo (horas)

FIGURA 4.23 — Valores simulados para a concentragaglicose empregando o
modelo proposto por Hadlt al. (1978), para os dados experimentais do cultivo 7
(Exp7).

30

25+

204

10+

0,0 05 1,0 15 2,0 25 3.0
Tempo (horas)

FIGURA 4.24 — Valor do quociente respiratorio (Rs@hulado pelo modelo de Hait
al. (1978); os pontos representam os valores calcsilag@artir de medidas do balango

gasoso. Dados referentes ao experimento 7 (Exp7).



79

Pode dizer que o modelo proposto por ealkhl. (1978) foi capaz de representar
de forma satisfatéria os valores da concentracfidacede glicose e etanol. J&4 na
estimativa do quociente respiratério, 0 modelodapaz de prever o comportamento
desta variavel para concentracbes de glicose abdxo1,5-1,0 g/L. Estudos
complementares nesta faixa de concentracdo podeeamealizados para melhorar a
estimativa desta variavel e posteriormente avaliamprego deste modelo para fins de

controle do processo.

4.3. Cultivos Utilizando Controlador Fuzzy
Foram realizados quatro cultivos para avaliar otrotedor Fuzzydesenvolvido. Este
foi programado em MatLab empregandotanlbox de programacad-uzzy Apos
elaboradas as regras de inferéruazyno programa MatLab as mesmas foram salvas
no arquivo FIS Fuzzy Inference SystgmAs rotinas desenvolvidas foram inseridas
dentro do programa de supervisédo construido no LW

Neste trabalho foram realizados quatro cultivos batelada alimentada
empregando o controladbuzzy(Exp3, Exp4, Exp8 e Exp9). Trés diferentes grupes
variaveis de entrada para o algoritmo de inferéRazyforam avaliados.
Para o primeiro cultivo (Exp3) foi usado um cordadmrfuzzyque tinha como variaveis
de entrada o RQ e a derivada da fragdo molar de do® gases de exaustdo. Este
experimento foi essencial para comparar o desenopaaltontroladofuzzyfrente aos
outros tipos de controladores aqui abordadus-Qff e PID). Os demais experimentos
que faziam uso de controladordszzy foram construidos a fim de analisar o
desempenho do algoritmo frente a diferentes vagaleentrada.
No segundo cultivo (Exp4) foi usado como variawdgs entrada a diferenca entre o
valor de referéncia para o crescimento celular@8pe (1) e o valor estimado p’ em
tempo real a partir dos dados provenientes dosatair de células.
No terceiro cultivo em batelada alimentada emprédgam controladofuzzy(Exp8) foi
utilizado com variaveis de entrada o valor de Rigrvada da fracdo molar de £@bs
gases de exaustdo, ambos valores estimados em teabpo

O quarto cultivo (Exp9) foi feito para se testamobustez do controladduzzy.
Empregou-se como informacdes de entrada a varéke| definida pela equacao (4.7)
e o valor de RQ. Esta variavel traz um erro cunudato decorrer do cultivo, por nédo
considerar o aumento da concentracao celular @wlda cultivo. Os resultados obtidos

neste experimento ndo foram satisfatorios, no émtarrao apresentados.
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erro = (nCO, —n0,); — (nCO, —n0,);_4 (Eq. 4.7)

O controladoFuzzyé acionado pelo LabVIEW que executa uma rotinauem
bloco de comunicacdo com o MatLab chamado “Matlatrip& Node”. Seu
funcionamento € simples, esse bloco de comunicagéebe as informacdes pelo
LabVIEW do RQ, vazdo molar de G@ vazao molar de OA partir destes dados o
script calculava a diferenca entre as vazdes molaregjaess e vai armazenando 0s
resultados na forma de vetor, em seguida é acioaaisiema de inferéncluzzydo
MatLab que faz o calculo da vazéo necessaria paraic o erro entre o RQ medido e

0 set-pointajustado.

A figura 4.25 ilustra o diagrama de blocos usadoprmogramacgao dentro do
ambiente LabVIEW.

I ol

o] | - |

I NC02 = ((Qar/(D,082%294))%0. 79((1-(02) I el i
100)-(COZ} 100)))*(CO2/100); ortrole On T O] [0 _cortra]} T d

Z1 noz =((Qari(0.08* 29 0.21((Qar] ool @ = - : I» 8 b
(0L0G2* 204 )P40, 790 1-(02]100)-(CO2Y e - ; ; i FieldPointFP @
1000/ 100)); o] B WeErRD A

o | RQ = (nCOZin0z); E T T 2ReL] @7\Charninel 2

L 1l L BB o T valus In

[MATLAB Script Node|
cd 'DiiAutomacan_Bio_6LYPrograma_LabyIEW Tests'

diferenca=nCo2-n02;

2
dadostz)=dferenca; orrecanDaiazan) VL]
setpoint=dados(2)-dados(1) I

__ fis = readfis'qualiy); Pzt BOEL ]

' CorrecaoDavazao = evalfis(RQ setpoint], fis):

1-D Array of Real
asL]

FIGURA 4.25 - MatLab Script Node dentro do ambiesiégorogramacéo LabVIEW.

Diferentes funcdes de pertinéncia foram testada®rago do trabalho. As que
melhor se adaptaram foram as funcdes triangularéspezoidais. As funcbes de
pertinéncia para a variavel de entrada dada pelsade da fracdo molar de GO

consistiam na seguinte estrutura ilustrada peladig.26.
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N -

I:I 1 1 1 1 1 1 1 1 1
-0 003 -006 -004 -002 0 ooz o004 o008 oo 01

O

FIGURA 4.26- Funcao de pertinéncia para a varidestntrada derivada da fracao
molar de CQ

As funcbes de pertinéncia para a variavel de eatR@ eram formadas pelas funcdes

de pertinéncia apresentadas pela figura 4.27.

B Aimaimal Afto

05+ B

o = 1 1 1 1
] 1 2 3 4 5 E

FIGURA 4.27 — funcdo de pertinéncia para a variéleebntrada RQ.

A variavel manipulada, a vazao da bomba de mgiementar, era calculada

por meio da funcao de pertinéncia apresentadafigala 4.28.

Dezlig Baixa Media Alta

N -

1]

1 1 - 1 1 1 1 1 1

4 42 4.4 4.6 4.5 3 22 34 2.6 2.3 G

FIGURA 4.28- Variavel manipulada (vazao da bombané& suplementar) dada em
mA.
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O parametro RQ era comum para o0s cultivos em datgealimentada, porém
para o terceiro cultivo a derivada da fracdo mdRiCQ foi substituida pela variavel
erro definida pela equacéao (4.7).

A funcao de pertinéncia para o erro € apresemtal@dafigura 4.29.

H z P
1
0.5 -
0 1 1 1 1 T 1
-5 -G -4 -2 0 2

FIGURA 4.29- fung&o de pertinéncia para a vari@ves.

A funcéo de pertinéncia referente a variavel detrote dada pela diferenca
entre o valor de referéncia para a velocidade @specde crescimento celular () e a
calculada em tempo real (I1’), estimada a partirdsmos do analisador da concentragéo

celular é apresentada pela figura 4.30.

Megativa PequenaMedia Alta

I:I 1 1 1 1 1 1 1 1 1
-1 -005 -008 -004 -0.02 0 ooz 004 008 0oz 041

1= 1=

FIGURA 4.30- Funcao de pertinéncia para a varidifetenca entre os fatores de

crescimento celular real e o estimado.
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O desempenho do controladduzzy empregando as diferentes variaveis
linglisticas de entrada é apresentado nos gradfaes$iguras 4.31 (Exp4), 4.32 (Exp8) e
4.33 (Exp9). Nestas figuras podem ser observadeedis da varidvel RQ e da vazéo
da bomba de meio suplementar. Por meio do comperiamdo RQ é verificado
qualitativamente se o controlador teve um bom dpsehn. Quanto mais rapido RQ
estabiliza em torno deet-pointdesejado (1,0) e quanto menor a amplitude deagsal
desse sinal, melhor é o desempenho do controlador.

A Figura 4.31 ilustra o desempenho da bomba fraateomportamento do RQ
obtido com o controlador projetado para o experimdaxp4. Neste experimento
observa-se um comportamento oscilatorio da vari&@lao longo de todo cultivo.
Contudo, esta oscilacao é reduzida a partir der@shde cultivo. Neste experimento a
concentracdo de etanol obtida no meio de cultungiatvalores da ordem de 0,6 g/L

(Figura 4.4 ja apresentada anteriormente).
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FIGURA 4.31 — Desempenho da bomba (variavel maada) frente ao

comportamento do RQ para o experimento Exp4

A Figura 4.32 apresenta o valor estimado do queeimspiratério (RQ) e da vazao da
bomba de meio suplementar ao longo do experimentéxp8). Neste experimento
observa-se que o contrdlezzyobteve um bom desempenho durante o periodo ebtre O
e 2,5 horas. O valor de RQ permaneceu proximseaointajustado. Apds 2,5 horas,
o controlador fuzzy iniciou um comportamento og6ii@. A concentracdo de etanol
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neste experimentou ndo ultrapassou 0,2 g/L (mepoocentracdo de produto dos

ensaios em batelada alimentada), Figura 4.13.
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FIGURA 4.32 — Desempenho vazao da bomba suplememiamportamento do RQ

para o experimento Exp8.

A Figura 4.33 apresenta o valor estimado do queeiegspiratério (RQ) e da
vazdo da bomba de meio suplementar ao longo dorimygeo 9 (Exp9). Neste
experimento o valor de RQ manteve-se préximo sd@d-point entre 1,00 e 1,25
(aproximadamente). Isto vem mostrar que mesmo s@ioaes condicdes o controlador
Fuzzyconseguiu controlar o desempenho da vazdo da bdmlpaeio suplementar de
modo satisfatorio. Neste ensaio o0 valor da conagatr de etanol atingiu valores da
ordem de 0,25 g/L (Figura 4.15).
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FIGURA 4.33 — Valores experimentais do quociengpiratorio (RQ) e da vazao da

bomba de meio suplementar durante o experimerx$9).
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5. CONCLUSOES
As seguintes conclusdes sao apresentadas:

e Desenvolveu-se plataforma de supervisdo no programbVIEW para
monitorar e controlar cultivos realizados em biatoe convencional em escala
de bancada. Em todos os experimentos a platafoasandolvida apresentou
boa estabilidade;

e Os algoritmos para o calculo de parametros em terepb (velocidade de
producdo de dioxido de carbono, velocidade de cooswle oxigénio e
guociente respiratdrio) desenvolvidos no programatlsb foram inseridos
dentro da plataforma de supervisdo do LabVIEW, ipdgando avaliar a
utilizacdo de variaveis estimadas como informacdles entrada para o
controladorfuzzy

» Foram realizados cultivos nos modos batelada ddoat@limentada para avaliar
0 comportamento dos controladores implementadosoff, PID e fuzzy. O
controladorfuzzyteve um comportamento melhor que os controladomesff e
PID devido a menor producao de etanol pela levedysar manter o RQ bem
proximo aosetpoint(RQ=1);

 Os dados experimentais dos cultivos conduzidos maolombatelada foram
empregados para ajuste de modelo matematico pmopostHall et al. (1978).
Obteve-se um bom ajuste do modelo aos dados exgr@aims.

* O analisador de ceélulas utlizado forneceu estwaati condizentes da
concentragdo celular. Foi utilizada informacéo adtiliretamente de sua saida
analdgica para estimativa da concentracdo celolgue tornou desnecesséria a

utilizacdo do programa fornecido pelo fabricantenaequipamento.
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