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RESUMO

Xanthomonas € um género de bactérias fitopatogénicas muito conhecido pela
sintese de um biopolimero altamente viscoso e com diversas aplicagdes na industria,
chamado de goma xantana. Recentemente nosso grupo de pesquisa desenvolveu
uma linhagem para producdo desse composto com produtividade superior a 50%
comparada com a sua linhagem parental. Diante de uma produgdo com caracteristicas
de alta viscosidade do caldo, problemas de transferéncia de massa e fornecimento de
oxigénio podem ocorrer, 0 que para um cultivo aerébio se torna um grande desafio
tecnoldgico. Apesar de esforgos ja terem sido reportados na literatura focando nessa
problematica, este trabalho vem apresentar uma nova abordagem como solugéo a
esse problema. A hipotese levantada consiste na aplicagdo de um sistema de cultivo
continuo controlado capaz de realizar a manutencao da viscosidade em uma regiao
otima, ou seja, que nao interfira na correta mistura do meio e mantenha condigdes
viaveis para transferéncia de oxigénio. A estratégia se baseia no desenvolvimento de
um modelo cinético que descreva a formacao de biomassa e produto, € o consumo
de substrato e oxigénio, usando como apoio uma rede neural treinada para prever a
evolucéo da viscosidade em fung¢ao do produto acumulado. O modelo elaborado foi
desenvolvido a partir da adaptacdo de modelos pré-existentes na literatura focando
em descrever os dados coletados experimentalmente em diferentes biorreatores de
bancada. Além disso, 0 modelo permite que sejam feitas simulagdes de cultivos em
batelada, batelada alimentada e continuo. O levantamento de dados se deu através
de cultivos em batelada realizados em birreatores de 1,5 e 6 L. Estudos de
“Operabilidade” do sistema sugerido foram realizados e indicaram com sucesso as
condi¢cbes operacionais para a processo. Os resultados experimentais ultrapassaram
as expectativas, atingindo um aumento de 220% em produtividade quando comparado

as bateladas padrdes.

Palavras-Chave: Xanthomonas; Cinética; Bioprocessos; Biopolimero; Alta

viscosidade.






ABSTRACT

Xanthomonas, a genus of phytopathogenic bacteria, is renowned for
producing xanthan gum, a highly viscous biopolymer with diverse industrial
applications. Our research group recently engineered a strain that boosts xanthan gum
productivity by 50% compared to the wild type. High-viscosity broths often hinder mass
transfer and oxygen supply in aerobic cultures. While previous studies have tackled
these challenges through advanced aeration and mixing strategies, our approach
takes a different path. The hypothesis proposes that the implementation of a controlled
continuous cultivation system designed to keep viscosity within an optimal range would
ensure unobstructed medium mixing and maintain adequate oxygen transfer. To
realize this strategy, a kinetic model was developed capturing biomass growth, product
formation, and substrate and oxygen consumption. Existing models from the literature
were adapted to fit our experimental data from bench-scale bioreactors. The final
model is supported by a neural network trained on our viscosity measurements to
predict how viscosity evolves as xanthan gum accumulates. This combined framework
supports simulations of batch, fed-batch, and continuous processes, offering versatile
tools for process design and optimization. The system was validated with batch
cultures in 1.5 L and 6 L bioreactors, and an operability study was conducted under
continuous conditions. These experiments identified process parameters that sustain
optimal viscosity and maximize oxygen transfer. Ultimately, the approach delivered a
220% productivity increase over standard batch processes, far exceeding initial

expectations.

Key-words: Xanthomonas; Kinetics; Bioprocess; Biopolymer; High Viscosity.
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1. INTRODUGCAO

O uso de proteobactérias gram-negativas do género Xanthomonas para
produgao de biopolimeros para uso industrial data dos anos sessenta quando seu
bioproduto natural, um exopolissacarideo chamado goma xantana, foi aprovado pela
United States Food and Drug Administration (FDA) para uso em alimentos
(PALANIRAJ e JAYARAMAN, 2011). A preocupagao com a biosseguranga da goma
vem do fato desse género de bactéria composto por 20 espécies, ser patégeno a
diversos grupos de plantas (fitopatogénico), sendo um problema em plantagées como
de arroz e plantas citricas. Informacdes obtidas de uma ampla gama de dados
gendmicos disponiveis sugerem que a producdo de goma provavelmente é realizada
por todas suas espécies. A comparacao entre diferentes linhagens de Xanthomonas
campestris e diferentes espécies de Xanthomonas realizada por Vorhdlter et al.
(2008), demonstrou conservacdo dos genes da sintese da goma xantana.
Recentemente, uma reavaliagdo positiva da goma xantana como aditivo alimentar foi
relatada no Panel about Food Additives and Nutrient Sources added to Food (ANS)
pela European Food Safety Authority (EFSA) (MORTENSEN et al., 2017).

A goma xantana, que possui a funcdo de retencdo de nutrientes e de
movimentagdo das bactérias pelas folhas das plantas (OTOBONI, 2007), se tornou
um produto cobigado devido as propriedades reoldgicas que conferem as solugdes
aquosas, como alta viscosidade e estabilidade mesmo em uma larga faixa de
temperatura e pH (GARCIA-OCHOA, SANTOS e ALCON, 1995; GHOUMRASSI-
BARR e ALIOUCHE, 2016; ROSALAM e ENGLAND, 2006). Esse biopolimero, além
da sua utilizagao na industria alimenticia, possui outros diversos usos. Na industria
farmacéutica é utilizado como agente suspensor, estabilizante e/ou emulsificante
(JANI et al., 2009). Na industria petrolifera, € empregado especialmente em
reservatorios que apresentam lencois freaticos com altas concentracdes de cloreto de
sédio e ions divalentes (GHOUMRASSI-BARR e ALIOUCHE, 2016). Em produtos
agropecuarios € empregado para uniformizar a suspenséao de fungicidas, herbicidas e
inseticidas. Sua utilizagao é de especial importancia em formulacbes baseadas em

agua, mais seguras e limpas que composigdes granulosas (ELSHAFEI et al., 2010).
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E também empregado como espessante em diversos produtos, incluindo produtos de
limpeza e acidos para remocao de ferrugem e tintas (ROSALAM e ENGLAND, 2006).

No mercado mundial, a goma xantana movimenta centenas de milhdes de
ddlares anuais de acordo com relatorios de diferentes empresas de consultoria, e as
previsbes de mercado s&o promissoras, com crescimento por volta dos 5% CAGR
(Compound annual growth rate) e atingindo a casa dos bilhdes de dodlares nos
proximos anos, sendo a principal fatia desse mercado pertencente a Asia-Pacifico, e
com um crescimento emergente nos ultimos anos pela América do Norte (SPHERICAL
INSIGHTS, 2023; VERIFIED MARKET REPORTS, 2025; DATA BRIDGE, 2024;
MORDOR INTELLIGENCE, 2024).

O Brasil, por sua vez, enfrenta uma balanga comercial totalmente
desfavoravel em relacdo a este item, uma vez que nao produz o polimero
comercialmente, mas somente para fins de pesquisa. Segundo dados disponibilizados
pela plataforma Online Comex Stat, fornecida pelo Ministério do Desenvolvimento,
Industria, Comércio e Servigos (MDIC, 2025), desde o ano de 2008 as importagdes
desse produto estdo em torno dos 20 milhdes de dolares anuais, sendo que esse valor

mais do que dobrou em 2022 (Figura 1).
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Figura 1: Importagdes brasileiras de goma xantana em milhées de dolares (US$ FOB) e em massa
quilograma liquido entre os anos de 1997 e 2024. Apesar da queda observada dos valores de
importacdo em dolar entre os anos de 2014 e 2021, isso se refletiu da mesma forma nas quantidades
reais importadas, vide valores em massa, se tratando apenas de uma leve desaceleragao e a uma
momentanea queda no valor internacional de mercado do produto. Fonte: Dados da plataforma
COMEX STAT (MDIC, 2025).
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Com o intuito de contribuir com a melhora do atual cenario nacional, células
de Xanthomonas campestris pv. campestris (chamada aqui de Xcc) foram modificadas
geneticamente em trabalho anterior do grupo de pesquisa no DEQ/UFSCar
(OLIVEIRA et al., 2025), buscando a obtengdo de linhagens aprimoradas para a
producdo da goma. Apos resultados obtidos de produtividade volumétrica (Pr)
atingirem aumento aproximado de 50% em relac&o a linhagem parental, a modificagéo
rendeu o depdsito de Patente de Inovagdo com numero de registro BR10202200773
no INPI. A citada invengao apresentada para protecdo da propriedade intelectual se
difere das outras 24 patentes encontradas no levantamento realizado na plataforma
Online do Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI, 2025) que envolvem o
bioproduto, onde o foco eram métodos produtivos, principalmente levando em
consideracdo diferentes fontes de carbono, e ndo linhagens otimizadas para

producao.

1.1. O problema da Viscosidade

Um dos grandes percalgos enfrentados na produgéo da goma xantana é a alta
viscosidade atingida pelo caldo de cultivo, e consequentemente a grande dificuldade
de aeragdo (FARIA et al., 2010; GARCIA-OCHOA et al., 2000b; LETISSE; LINDLEY;
ROUX, 2003; SERRANO-CARREON et al., 1998; ZABOT et al., 2011). Esses desafios
sao intensificados em cultivos em batelada e batelada alimentada, pois o aumento da
viscosidade do meio diminui a turbuléncia dentro da dorna e aumenta a energia gasta
na agitacdo do sistema. A viscosidade oferece resisténcia ao fluxo, e seu aumento
favorece o escoamento laminar em detrimento ao turbulento - que seria ideal para
melhor homogeneizar o meio (BIRD, 2002). Dessa forma, torna-se necessaria uma
agitacdo mais vigorosa para gerar a turbuléncia requerida e promover a transferéncia
de massa das moléculas de oxigénio pela interface gas-liquido da bolha de ar para as
células (BAILEY, 1986).

O estudo de Amanullah; Tuttiett; Nienow (1998) mostrou que a oxigenagao
esta diretamente ligada a producédo de goma. Deste modo, pesquisas sobre a taxa de
transferéncia de oxigénio (OTR) nesse processo sao de grande interesse. Resultados

de produgao variam largamente de acordo com condi¢cdes e parametros de cultivo.
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Sendo assim, autores geralmente tem como objetivo avaliar tipos de agitadores,
impelidores, taxas de aeracao, oxigénio dissolvido e velocidades de agitacao
(AMANULLAH; SATTI; NIENOW, 1998; AMANULLAH; TUTTIETT, NIENOW, 1998).

Segundo Amanullah et al. (1996), a aeragcao deve estar entre 10 e 15% da saturacéo.

A estratégia convencional de controle do fornecimento de oxigénio em
reatores do tipo tanque agitado € baseada na medida da concentragdo do oxigénio
dissolvido (COD), na manipulacdo da velocidade de rotagao do impelidor e da vazao
de ar e/ou oxigénio. Normalmente, os sistemas de monitoramento de biorreatores ja
vém equipados com um controlador PID (Proporcional-Integral-Derivativo), com
parametros ajustaveis para essa finalidade (ALFORD, 2006; DIAZ et al., 1995).
Entretanto, existe uma limitacdo inerente a esse método que esta relacionada as
condigdes biolégicas e reoldgicas da operacdo que podem afetar a dindmica do
processo e, em determinados casos, mesmo em condi¢des maximas de aeragao e
agitagao o sistema pode nao suprir a demanda de oxigénio ou apresentar instabilidade
nas variaveis, tanto nas manipuladas quanto na controlada (KUPRIJANOV et al.,
2009).

Embora a questdo do controle da COD em cultivos aerdbios esteja bem
estabelecida, a medida que as limitagdes dos controladores convencionais vém sendo
destacadas em condigdes mais extremas, novas estratégias sdo necessarias para
apoiar a capacidade do sistema de cumprir com as condi¢cdes propostas. O modelo
tradicional de producé&o de goma xantana por cultivos em batelada tende a atingir altas
concentragcdes de produto dentro da dorna, elevando a viscosidade e o problema de
oxigenacao, expondo assim, as limitagdes do sistema para esse processo. No sentido
de avangar esta fronteira tecnolégica, se faz necessario o estudo de estratégias

alternativas para contornar o problema sem perder produtividade.

Apos o trabalho de melhoria da linhagem de XCC desenvolvido anteriormente
em Oliveira, et al. (2025) voltado para o aumento metabdlico da taxa de producao de
goma xantana, o proximo passo de otimizagdo deste bioprocesso é encontrar um
sistema produtivo capaz de contornar mais eficientemente a dificuldade de
oxigenagao do caldo de cultivo. Alguns poucos estudos foram publicados avaliando a
produgdo em modo continuo (discutidos mais a frente), que demonstraram a

possibilidade da manutencédo da concentragcéo de produto durante o processo, logo
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mantendo fixa a viscosidade, uma estratégia ainda pouco explorada com baixo
numero de estudos publicados. Com o controle da viscosidade é possivel evitar a
formagao das indesejadas regides de aglomeragdo de goma e baixa transferéncia de
massa, permitindo uma melhor homogeneizacdo do meio. E na diregdo de um
processo produtivo eficiente, considerando ja a utilizacdo de uma linhagem de
Xanthomonas de produtividade biolégica aumentada, o aproveitamento dessa taxa
produtiva, removendo de modo constante o produto gerado, se torna uma hipotese

promissora.

A Proposta

Nesse enfoque, este trabalho desenvolve um modelo cinético hibrido, com
apoio de uma rede neural para acompanhamento da reologia do meio, que suporta
um sistema produtivo com controle de viscosidade pela manutengao da concentragao
de produto. O sistema se da através do controle das taxas de entrada e saida de um
CSTR (Continuous Stirred Tank Reactor), onde as variaveis manipuladas sao taxa de
diluicdo, porcentagem de oxigénio na vazao de gases de entrada (através da mistura
de ar atmosférico e oxigénio puro), velocidade de agitacdo e concentracao de
substrato na alimentagdo, focando no controle das concentracbes de biomassa,
produto, e substrato, além do oxigénio dissolvido. Para validagdo do sistema, o
trabalho conta com estudo para a avaliagdo da capacidade de opera-lo
(Operabilidade) dentro da regiao definida pelos limites disponiveis de atuacao das
variaveis manipuladas, indicando a viabilidade pratica do sistema. O conceito de
otimizacao de “Operabilidade do Processo” se refere a uma ferramenta computacional
de analise que visa trazer uma melhor compreensao das regides operacionais viaveis
de um processo durante a fase de projeto (CARRASCO e LIMA, 2017; GAZZANEO et
at., 2020). Tais regides circundam um ponto 6timo de operagao encontrado apds uma
otimizacao do sistema nao linear de equagdes, e obedecem as definicbes de limites
operacionais para as variaveis controladas. Ter um panorama geral de limites de
operacao viaveis e otimizados para obedecer a um conjunto de parametros de saida
constitui uma vantagem tecnoldgica para aumento da eficiéncia da produgao. Por fim,

os resultados experimentais em conjunto com estudos de operabilidade norteiam as



Pagina |28

simulagdes in silico do modelo desenvolvido para o processo, para que pontos 6timos

das variaveis passiveis de controle sejam encontrados.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Otimizar a produgcdo de goma xantana por Xanthomonas ssp. a partir do

desenvolvimento de um sistema de cultivo via CSTR, visando aprimorar a

transferéncia de oxigénio com base em ferramentas computacionais e modelagem do

processo, utilizando como estudo de caso a produgao de goma xantana por linhagens

recombinantes de Xanthomonas campestris.

2.2. Especificos

Avaliar experimentalmente o comportamento e produtividade de goma xantana
em cultivos em batelada em biorreator da linhagem otimizada de Xcc obtida por
Oliveira, et al. (2025);

Realizar a modelagem cinética do processo de produ¢ado da goma xantana em
batelada e ajustar o modelo aos dados experimentais; depois de validado,
adaptar o modelo para simular um processo de cultivo continuo;

Desenvolver a ferramenta computacional de Analise de Operabilidade, e com
ela produzir uma avaliagao de operabilidade do processo para encontrar um
modelo de controle capaz de manter o setpoint desejado para a concentragao
de oxigénio dissolvido (COD);

Realizar as validagdes experimentais do processo adquirido para confirmacgéao
do efeito positivo da otimizacdo na produtividade e eficiéncia na producao de

goma xantana.
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3. ESTADO DA ARTE

3.1. A Goma Xantana

A goma xantana, ou polissacarideo B-1459, foi descoberta no final dos anos
1950 por cientistas do Northern Regional Research Laboratory (NRRL) nos Estados
Unidos da América (ROSALAM e ENGLAND, 2006; BORGES; VENDRUSCOLO,
2008). Foi extraida pela primeira vez a partir da bactéria do repolho, ou Xanthomonas
campestris, cujas colbnias sao geralmente lisas, viscosas e amareladas, devido ao
pigmento xantomonadinas (BRADBURY, 1984). Ela forma solu¢des pseudoplasticas,
com alta viscosidade em baixas taxas de cisalhamento, se mantendo estavel em pH
variando de 2 a 11, em altas concentragdes de sais, como até 150 g.L-' de NaCl, e em
temperaturas até 90°C. Para uso em alimentos, ndo é necessario o uso de altas
concentragcdes do produto para se atingir as propriedades desejadas, caracteristica
importante para nao afetar o sabor final. A goma possui boa reprodutibilidade quimica
e é de facil producéao, todas essas caracteristicas somadas a permitiu se tornar um
dos produtos mais desejados dentre as gomas naturais (GARCIA-OCHOA et al.,
2000b; ROSALAM e ENGLAND, 2006, BORGES; VENDRUSCOLO, 2008).

A goma é sintetizada com base em nucleotideos de acgucar citoplasmatico,
acetil-CoA e fosfoenolpiruvato através de uma membrana de poliisopropenol fosfato
como aceptor (LELPI et al., 1983, p. 145apud BECKER et al., 1998). A sintese dos
acuUcares precursores Difosfato de uridina-Glicose (UDP-Glc), UDP-Acido Glicurénico
(UDP-GIcA) e Difosfato de guanosina-Manose (GDP- Man) ocorre a partir de uma via
alternativa de metabolismo da Glicose-6-Fosfato através de reacdes catalisadas por
cinco enzimas (BECKER et al., 1998). Duas delas, XanA e XanB, apresentam
atividade bifuncional e sao transcritas conjuntamente (KOPLIN et al., 1992). A Figura

2 esquematiza os passos da via.
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Figura 2: Representacdo esquematica da sintese dos agucares precursores. PGI: Fosfoglicose
isomerase; PMI: Fosfomanose isomerase; PMM: Fosfomanose mutase; PGM: Fosfoglicose mutase;
UDPG-PP: UDP-Glicose pirofosforilase; UDPG-deH: UDP-Glicose desidrogenase; GDPM-PP: GDP-

Manose pirofosforilase. Os trés precursores sao sintetizados a partir de Glicose-6-fosfato. Os
cofatores UTP, GTP e NAD+ sao necessarios. Das sete reagdes enzimaticas, quatro sdo controladas
pelas enzimas bifuncionais XanA e XanB (Fonte: KUNDLATSCH 2017).

A goma xantana possui uma estrutura pentassacaridica composta pelos
acucares precursores sintetizados na via ilustrada na Figura 2. E formada por uma
cadeia de B-D-Glicose ligada a ramificacbes compostas de trés moléculas, uma a-D-
Manose, seguida de um B-D-Acido Glicurénico, terminando em uma B-D-Manose,
intermitentemente ligadas a um Grupo Acetil e um Acido Pirtvico, como mostra a

Figura 3 abaixo:
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Figura 3: Unidade de repeti¢do estrutural da goma xantana. Fonte: Acervo pessoal.

CH

3.2. Melhoramento Genético

Existem poucos estudos relatando os efeitos dos genes envolvidos na
biossintese dos mondmeros da goma para a produgdo de goma xantana. Lin et al.
(1995) e Wei et al. (1996) avaliaram cepas mutantes que n&o expressavam os genes
galU e ugd, respectivamente, e Koplin et al. (1992) avaliaram uma cepa mutante
superexpressando 0os genes xanA e xanB. Por outro lado, treze outros estudos foram
relatados envolvendo todos os genes de polimerizacdo da goma para melhoria da
producdo, dez deles com modificagdes de cepas (HASSLER; DOHERTY, 1990;
KATZEN et al., 1998, 1996; KEMP et al., 2004; KIM et al., 1998, 1996; KEMP et al.,
2004; LEE et al., 2008; SU et al., 2016; TSENG et al., 1992; VOJNOV et al., 2001,
1998) e trés usando outros métodos de avaliagdo (CHOU et al., 1997; HAHN et al.,
2022; YOON; CHO, 2007). Ha& também relatos sobre genes nao diretamente
relacionados a biossintese de xantana (EKATERINIADOU et al., 1994; FICARRA et
al., 2017; JANG et al., 2012; STEFFENS et al., 2022, 2016). Além disso, estudos
usando evolucdo adaptativa foram relatados para alcangar caracteristicas fisico-
quimicas desejaveis para a goma (DAl et al., 2019; WANG et al., 2016 b; YANG et al.,
2002).

Um total de cinco patentes sobre cepas modificadas para producdo de goma
xantana foram relatadas, com nocautes para os genes XC 1672 e XC 0819
[respectivos numeros de patente CN109554378(A) e CN1623998(A)],
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superexpressao dos principais genes de goma (EP233019-A2), genoma modificagéo
[KR2010008715(A)], mutacao do gene wxoD e insercdo do gene rmd [CN1952155(A)].

Wu et al. (2019) alteraram as propriedades fisico-quimicas da goma através de
linhagens recombinantes de Xanthomonas campestris CGMCC 15155, buscando uma
goma mais viscosa para utilizacdo na industria de alimentos. Para isso, as
terminacgdes das ramificagdes formadas na estrutura da goma passaram a ter ligagdes
apenas com piruvato, através da delecdo dos genes gumF e gumG e da
superexpressdo do gene gumL. Os resultados obtidos, segundo os autores, foram
satisfatérios, com a nova goma apresentando melhores carateristicas que a goma
natural. Dai et al. (2019) construiram uma linhagem de Xanthomonas campestris
CGMCC 15155 deficiente em xanthomonadin (pigmento amarelo) capaz de produzir
uma goma xantana branca que exige menor volume de alcool para sua extragao,
reduzindo a proporgéao original de 7:1 para 3:1 (etanol:caldo fermentado). Para isso, o
gene vgb (de Vitreoscilla globin), sob controle do promotor LacZ, foi inserido na regido
do gene pigA, inativando-o, e auxiliando, com a expressao da proteina VHb (que pode
aumentar o metabolismo da Xanthomonas campestris) a ndo haver perda na produgéo

da goma pela inativagao do gene pigA.

Oliveira, et al. (2025) desenvolveram uma linhagem de Xanthomonas
campestris pv. campestris transformada com o vetor de expressao carregando o gene
ugd para a superexpressao da enzima UDPG-deH. Areacgao realizada por esta enzima
foi considerada como gargalo da via de biossintese do monémero acido glicurénico
por meio de simulagdo computacional baseada em um modelo matematico
deterministico. Esta superexpressao foi suficiente para que Oliveira, et al. (2025)
alcangasse por volta de 50% a mais de produtividade de goma xantana. Uma patente
de categoria Privilégio de Inovagdo com numero de registro BR10202200773 foi

concedida pelo INPI.

3.3. Producao da Goma Xantana

Muitos estudos exploram a relagéo entre a produgao do biopolimero com a
composi¢cdo do meio de cultivo. Sao diversos tipos de fontes de carbono utilizadas,

como 0s mais comuns sendo glicerol, sacarose e glicose, mas em sua maioria 0s



Pagina |35

complexos, podendo citar exemplos de meios alternativos de baixo custo como

produtos e residuos agroindustriais: cana-de-agucar, mandioca, batata, suco de uva,

palha de arroz, proteina Whey (derivado de laticinios), entre outros. No entanto, fontes

de nitrogénio e demais sais importantes ao ciclo metabdlico s&o também

considerados, como magnésio, calcio, potassio e ferro. Dentre as fontes de nitrogénio

mais comuns provenientes de meios complexos que podemos citar temos extrato de

levedura, extrato de malte, peptona,

triptona. Alguns estudos chegaram a

composi¢des por eles consideradas ideais ao cultivo, como os listados na Tabela 1

abaixo.

Tabela 1: Composic¢des para meios de cultura visando a producdo de goma xantana obtidas por
diferentes estudos e trabalhos

Concentragio (g.L™")

Haynes

Cadmus

Garcia-

. Souw e Peters Oliveira
Reagente | LA % DO poman  wa OO0 Vensme ool
(YM) (YM-T) (1979) (1989) (1992) (2025)
Sacarose - - - 40 - 40 50 35
Glicose 10 12 20 - 55 - - -
Ext.
Levedura 3 1.5 B ) ) ) ) 4
Ext. Malte 3 1,5 - - - - - 4
Peptona 5 2,5 - - - - - 4
Acido .
Citrico - - 2,1 2.1 2,3 2.1 - -
NH4NO3 - - - - - 1,144 - -
NH4ClI - - 5 5 2 - - -
(NH4)2HPOq4 - 1,5 - - 1,5 -
(NH4)2804 - - - - 2 -
Glutamato - - - 2,2 - - -
K2HPO4 - 2,5 - - - - 2,5 5,27
KH2PO4 - - - - 5 2,866 5 2,81
MgCl2 - - - - 0,163* 0,507* - -
MgSOq4 - 0,05 0,2* 0,2* 0,3 2*
Na2S0q4 - - 1,5* 1,5* 0,114 0,089 - -
Na2CO3 - - - - 0,5 - - -
NaCl - - - - - - - 1
CH4N.20- ) _ _ ) ) ) ) 0.4
Ureia
H3BO3 - - 0,006 0,006 0,006 0,006 0,006 -
Zn0O - - 0,004 0,004 - 0,006 - -
ZnCl2 - - - - 0,0067 - - -
ZnS0O4 - - - - - - 0,002 -
FeCls - - 0,0024* 0,0024* 0,0014 0,02* 0,0024 -
FeSOa4 - - - - 0,002
CaCO3 - - 0,02 0,02 - 0,02 - -
CaCl2 - - - - 0,012* - 0,002* -
HCI - - 0,13 mL 0,13 mL - 0,13 - -
mL
Até pH
NaOH - - - - - 7.0 - -

* Massa para reagente hidratado.

Um exemplo desses estudos sobre composicao do meio de cultivo testou a

substituicdo da fonte de carbono (sacarose) por melago de cana-de-agucar, que
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obteve os melhores resultados segundo conclusdes obtidas por Luvielmo e
Scamparini (2009). Estes autores alcangaram concentragdes de 70 g.L-', enquanto
Brandao et al. (2008) obtiveram dez vezes mais produ¢cdo com caldo de cana (33,54
g.L"") em comparagdo com a sacarose (3,45 g.L-'). Os valores relatados sé&o
superiores a meédia das produgdes encontradas na literatura que variam entre 10 e 30
g.L-' (LUVIELMO; SCAMPARINI, 2009). Outro exemplo, foi o estudo de Savvides et
al. (2012) utilizando Whey como meio complexo de cultura alcangando o resultado de
28 g.L"" com o meio hidrolisado. Estudos como esses visam ao reaproveitamento de
residuos através de uma destinagdo economicamente viavel na produgao de outros

compostos.

Dentre as fontes de carbono mais comuns a sacarose se destaca,
possibilitando alcangar maiores valores de produ¢do de goma quando comparada a
glicose e lactose, por exemplo (BORGES; VENDRUSCOLO, 2008; LUVIELMO;
SCAMPARINI, 2009). Na literatura sao relatados normalmente cultivos em biorreator
de bancada em modo batelada simples, porém, para Amanullah, Satti e Nienow (1998)
a estratégia de produgdo em batelada alimentada € uma opgéo que se destaca pela
possibilidade de adicao intermitente de substrato (mais especificamente fonte de
carbono), mantendo a concentragao entre 30 e 40 g/L, com fluxo de alimentagdo com

concentracao de 10 g/L, prevenindo a inibi¢do do crescimento e de produg¢ao da goma.

Alkhateeb et al. (2018); Harding et. al. (1995); Vojnov et al., (2001), apontaram
que o nitrogénio disponivel no meio influencia negativamente a produgdo do
exopolissacarideo, como ocorre em espécies similares de bactérias e leveduras,
sendo a maior taxa de produgao de goma por células de Xanthomonas campestris pv.
campestris atingida no momento de baixa desse nutriente, que vem acompanhada da
fase estacionaria de crescimento celular. Alkhateeb et al. (2018) completam que nao
ha na literatura, até a data do estudo, analises detalhadas do mecanismo genético
regulatério por tras dessa diferenga entre as fases de crescimento na biossintese da
goma. Contudo, como foi descrito acima, a goma xantana possui utilidade na retengao
de nutrientes (OTOBONI, 2007), sendo possivel que esse seja um dos fatores a

contribuir com esse efeito observado.

Outras condigdes de cultivo também ja foram estudadas e avaliadas. Segundo

Luvielmo e Scamparini (2009) a temperatura 6tima de crescimento de bactérias do
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género Xanthomonas fica entre 28 e 30°C, e o pH entre 6 e 8, tratando-se, portanto,
de condi¢cdes de cultivo facilmente controladas. Estudos de agitagcdo e aeracgao
durante o cultivo em biorreatores demonstram que resultados de produg¢do variam
largamente de acordo com essas condigdes e parametros. Nesses casos, os autores
geralmente tém como objetivo avaliar tipos de agitadores mecanicos, impelidores,
taxas de oxigenagao e aeragao (0,2 até 2 vvm), oxigénio dissolvido e velocidades de
agitacdo (100 até 800 rpm), sempre buscando condigdes otimas de produgdo
(AMANULLAH et al., 1998; AMANULLAH; TUTTIETT; NIENOW, 1998; SRIRAM et al.,
1998).

Para Sriram et al. (1998) a agitacdo deve chegar a valores proximos a 600
rom no biorreator agitado com turbinas do tipo Rushton. No estudo realizado por
Amanullah et al. (1998), o impelidor do tipo Scaba 6SRGT apresentou melhor
produtividade e o do tipo Prochem Maxflo T apresentou melhor eficiéncia energética
quando comparados ao Rushton. Quanto aos valores de aeragao no biorreator alguns
estudos sugerem que devem ser mantidos entre 1 a 1,5 vwm (BORGES;
VENDRUSCOLO, 2008b; DAl et al., 2019), com 10 a 15% de saturagado (AMANULLAH
et al., 1996). Até estudos envolvendo a adicdo de oxigénio em fase liquida foram
testados, como no trabalho de Rao, Suresh e Suraishkumar (2003) utilizando um pré-
tratamento com hidroxila de HOCI seguindo o cultivo com pulsos de adigdo de H20z2,
onde conseguiu-se alcangar uma correlagédo entre a suplementagéo e a produgéo da

goma.

Alguns trabalhos mais recentes focaram na otimizacdo das condi¢cbes de
cultivo da goma xantana. Psomas, Liakopoulou-Kyriakides e Kyriakidis (2007),
Ghashghaei, Soudi e Hoseinkhani (2016), Zakeri, Pazouki e Vossoughi (2017), e
Mohsin et al. (2018), utilizaram técnicas de otimizagdo estatistica como response
surface methodology (RSM) ou metodologia de superficie de resposta. Ghashghaei,
Soudi e Hoseinkhani (2016) utilizaram o método de Plackett-Burman Design (PBD),
para auxiliar na determinagdo dos fatores significantes que afetam a producgéo e
viscosidade, além de utilizar concentrado de suco de uva como fonte de carbono.
Zakeri, Pazouki e Vossoughi (2017) focaram o estudo na taxa de agitagao, fonte de
carbono e temperatura. Mohsin et. al (2018), em uma abordagem utilizando um
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modelo cinético baseado no modelo de Luedeking-Piret, focaram na producéo

utilizando a casca de laranja como fonte de carbono.

De acordo com revisao realizada por Rosalam et al. (2006), a maioria das

industrias utilizam glicose ou agucares invertidos para produgcdo da goma ao invés de

polissacarideos, e possuem preferéncia pelo cultivo em batelada em relagdo ao

continuo. Bhat et al. (2022) em sua revisao cita a sacarose como sendo tao utilizada

quanto a glicose.

Ainda segundo Rosalam et al. (2006), o processo de produgdo em geral

envolve as etapas listadas abaixo e representadas pela Figura 4:

1.

In6eulo é preparado de maneira convencional em reator de tanque agitado,
sendo necessario passar por varias etapas para que a partir de 10 L atinja
os aproximadamente 100 m3® do estagio de producido (fase no qual o

volume usualmente é aumentado em 10 vezes);

. O processo fermentativo principal € mantido por aproximadamente 100

horas, convertendo aproximadamente 50% do substrato em produto;
O procedimento de downstream pode comecar com a pasteurizagao para

esterilizacdo e desnaturagcédo de enzimas;

. A precipitacao da goma é realizada com grandes quantidades de alcool (A

proporg¢ao caldo:alcool e o alcool utilizado sdo definidos no processo de
cada fabricante);

Quando a separagao das células €& necessaria, € realizada por
centrifugacao, que pode ser precedida por um processo de diluicdo, mas
que adiciona um custo elevado. Normalmente é utilizado sal (KCI) para
facilitar a precipitagao através da criagdo de um efeito de carga reversa;
A goma xantana solida-umida passa entao por processo de desidratagéo
e lavagens em agua/KCI para remocao de particulas e contaminantes. O
alcool utilizado nas precipitacdes € sempre recuperado em uma coluna de

destilacdo para reutilizacao.

. O precipitado é seco pelo método de Spray-dryer em secadoras em

processo de batelada ou continuo;
Por fim, a goma seca é moida para o tamanho de mesh desejado.
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Figura 4: Fluxograma da producao industrial de goma xantana utilizando um reator de tanque agitado
convencional. Adaptado de Rosalam e England et al. (2006).

As revisdes realizadas nos anos seguintes por Palaniraj e Jayaraman (2011)
e por Bhat et al. (2022) ndo acrescentaram nenhuma nova etapa e/ou procedimento

ao ja reportado por Rosalam et al. (2006).

3.4. Modelagem Cinética

Muitos autores ja publicaram trabalhos buscando a modelagem cinética da
producdo da goma xantana, explorando tanto modelos n&o estruturados quanto os
complexos modelos estruturados (FARIA et al, 2010). Quando tratamos dos modelos
mais abundantes, falamos dos modelos ndo-estruturados, uma vez que conseguem
atingir uma boa aproximagao com os dados experimentais e de uma forma muito mais
simplificada. A abordagem mais comum desses modelos para descrever a dinamica

do comportamento da biomassa em um cultivo batelada emprega o modelo de Monod
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ou a equacao logistica de crescimento populacional (Modelo Verhulst), enquanto para
a descrigao da producao de goma e do consumo de carbono s&o utilizadas as relagdes
de Luedeking-Piret por Chen e Hashimoto (1980) (CACIK, DONDO e MARQUES,
2001). As equagdes diferenciais dos principais modelos ndo-estruturados encontrados

na literatura, e citados no texto abaixo, estao dispostas na Tabela 2.

O primeiro modelo cinético ndo-estruturado encontrado para esta reviséo
envolvendo o cultivo de Xanthomonas visando a produ¢do da goma xantana, foi o de
Moraine e Rogovin (1971), porém houve estudos prévios a este, uma vez que Silman
e Rogovin (1970) ja citam estudos cinéticos que haviam sido realizados na década de
60. Moraine e Rogovin (1971) desenvolveram um modelo com crescimento celular e
producdo de goma baseado no modelo de Monod, onde s&o limitados pelas fontes de
nitrogénio e carbono respectivamente, e tendo a cinética desses substratos dada por
coeficientes estequiométricos. Dentre os modelos nao-estruturados, o Modelo de
Weiss e Ollis (1980) € o mais amplamente utilizado (FARIA et al., 2010), onde o
crescimento celular é expresso pela equagéo logistica, e a formagéo de produto e
consumo de substrato baseadas nas equacgdes de Luedeking-Piret. Weiss e Ollis
(1980) mantiveram a relagao para o consumo de nitrogénio do trabalho de Moraine e
Rogovin (1971) (Tabela 2 — Eq. 4).

Alguns anos seguintes, Quinlan (1986) utilizando das mesmas relagbes para
consumo de nitrogénio e carbono (Tabela 2 — Eq. 2) de Weiss e Ollis (1980), introduziu
outras equagdes para biomassa e produto. Pinches e Pallent (1986) utilizaram do
mesmo modelo de Weiss e Ollis (1980), acrescentando agora uma equacgao para o
consumo de oxigénio (Tabela 2 — Eq. 10). Shu e Yang (1991), também se baseando
no modelo de Weiss e Ollis (1980), o adaptaram para deixa-lo em fungdo da
temperatura. Cacik, Dondo e Marqués (2001), posteriormente utilizaram o modelo
adaptado de SHU e YANG (1991) em seu trabalho, que envolvia um modelo de
otimizagao e controle para diminuicao do tempo de producédo de goma. Porém, Cacik,
Dondo e Marqués (2001) também incluiram equagdes para a propriedade reoldgica
do meio utilizando a correlagao de Metzner—Otto (Eq. 44), equagdes da lei de poténcia
(Egs. 43), e coeficiente de transferéncia de massa (K.a) (Eq. 52) dado por Herbst et
al. (1992), e uma nova equagao para troca de calor a partir do balango macroscépico

de energia.



Pagina |41

Luong et al. (1988) estudaram a possibilidade de uma combinagdo da
equacao logistica de crescimento e de Monod para a descricdo da evolugdo da
biomassa (Tabela 2 — Eq. 11), no entanto segundo os préprios autores a equagao
logistica por si sé apresentou melhores resultados. Para carbono, produto e
nitrogénio, Luong et al. (1988) utilizaram as equacdes originadas da literatura anterior
ao seu trabalho. Patarinska e Georgieva (1992) utilizaram a equacéao logistica de
crescimento modificada para a variagdo da biomassa com o tempo (Tabela 2 — Eq.
12), e adotaram uma abordagem fenomenoldgica para introduzir equagbes que
descrevessem a formagao de produto e consumo de substrato (Tabela 2 — Eq. 13 e
14). Para seu objetivo de aplicar um controle linear dependente do oxigénio dissolvido,
o modelo distinto da literatura, demonstrou resultados satisfatérios segundo dados dos
autores. O modelo de Garcia-Ochoa et al (1995) por sua vez, apds avaliagdo dos
modelos anteriores, trouxe uma representacdo mais completa que levava em
consideragao todos os nutrientes necessarios, nitrogénio, carbono e oxigénio, sendo
eles também considerados no crescimento celular e formacéo de produto, os autores
incluiram novas equacgdes para evolugao da biomassa e oxigénio dissolvido (Tabela 2
— Eq. 15 a 16), em conjunto com as equagdes para produto, carbono e nitrogénio

provindas da literatura anterior.

Letisse et al. (2003) apresentaram um modelo que levou em consideragao
consumo de cinco substratos, carbono, nitrogénio organico, aménia, sais de nitrato e
fosfato. Estes substratos sdo diretamente relacionados ao crescimento celular, assim
como a evolugao da biomassa com o tempo é uma fungdo baseada em sucessiveis
modelos de Monod que descrevem o consumo desses substratos. Faria et al. (2010)
estudaram uma combinagdo entre o modelo logistico e equagbes modificadas de
Luedeking-Piret por uma abordagem fenomenolégica, comparando-as com o modelo
de Weiss e Ollis (1980), no entanto os resultados ndo foram melhores do que o modelo
mais tradicional. Zabot et al. (2011) utilizaram equagdes baseadas no modelo de
Contois para descrever biomassa, substrato e produto, onde uma rede neural artificial
foi aplicada para determinagdo dos parametros cinéticos, avaliando os efeitos da

agitacao e velocidade superficial do gas.
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Tabela 2: Alguns dos principais modelos cinéticos para produ¢do de goma xantana abordados nesse trabalho em sua forma diferencial. Biomassa (X); Fonte

de carbono (S)

); Sais de Nitrato (

Referéncias

; Goma Xantana (P); Nitrogénio (N); Oxigénio dissolvido (O2); Temperatura (T
X s P N
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Com relagédo aos modelos estruturados, apenas Pons, Dussap e Gros (1989)
e Garcia-Ochoa Santos e Alcon, (1996; 1998; 2004a; 2004b) apresentaram modelos
cinéticos estruturados para produgcdo de goma xantana. De acordo com Garcia-
Ochoa, Santos e Alcon, (1995) modelos nao-estruturados ndo sao capazes de
descrever algumas das tendéncias observadas nos dados experimentais quando
algumas variaveis operacionais sao alteradas. Para Pons, Dussap e Gros (1989) a
construcdo de modelos menos empiricos para produgdo da goma xantana, requer um
conhecimento mais aprofundado sobre o metabolismo das células de Xanthomonas.
Garcia-Ochoa, Santos e Alcon (1996) também citaram os principais passos para
construcao desse modelo, comegando pelo estudo estequiométrico, seguindo para a
formulacdo de um esquema simplificado de reacdo, determinagcdo de equacdes
cinéticas para cada reagao e finalizando com a formulacdo do modelo cinético
baseado em um grupo de equacgdes diferenciais. Ainda segundo os autores a ordem

pode ser alterada de acordo com as particularidades do sistema.

Segundo Pons, Dussap e Gros (1989) uma grande vantagem das equagdes
dos modelos Logistico e de Luedeking-Piret € a facil determinagado dos parametros,
porém, para o modelo de Luedeking-Piret, os parametros nao-associados ao
crescimento sdo dependentes da concentracao inicial de nitrogénio que pode variar,
0 que ja havia sido demonstrado por Pinches e Pallent (1988) que sugeriram uma
relagcdo empirica para correcdo de tais parametros, levando os autores a
recomendarem certo cuidado na aplicacdo do modelo aos cultivos. Outro ponto
levantado foi que os parametros cinéticos obtidos a partir dos dados experimentais de
seu trabalho demonstraram uma queda durante a sintese de goma, o que nao é
consistente com o modelo de Luedeking-Piret, que por sua vez, mantém parametros
constantes. O objetivo do trabalho de Pons, Dussap e Gros (1989) foi entéo
estabelecer um modelo que fizesse a leitura dessas diferenciagdes, levando em
consideragao o consumo de oxigénio e a reologia do meio. Seu modelo, no entanto,
foi pensado para um reator de coluna de bolhas, e necessita que o k.a seja constante
em toda regido do meio para uma melhor aproximagao dos dados, o que é mais dificil
de se atingir em um reator de tanque agitado convencional, onde regides “mortas”
podem se formar em locais mais distantes dos impelidores no caso de meios mais

VISCOSOS.
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Garcia-Ochoa, Santos e Alcon. (1998), apontaram a divisao em trés grandes
grupos para os modelos estruturados, sendo eles por compartimentados, metabdlicos
ou quimicos. No primeiro tipo, a biomassa é considerada como um grupo de
compartimentos de componentes como DNA, RNA, proteinas, etc. No segundo, a
biomassa ainda é considerada como nos modelos n&o-estruturados, porém o
metabolismo da fonte de carbono é considerado na formagao do produto. E por fim, o
terceiro tipo, leva em consideragdo principalmente para o crescimento celular o
metabolismo das fontes de carbono e nitrogénio. Em seu trabalho anterior (GARCIA-
OCHOA, SANTOS e ALCON, 1996), ja haviam construido um modelo quimicamente
estruturado, e neste trabalho de 1998 desenvolveram o modelo metabolicamente
estruturado. Posteriormente em 2004, os mesmos autores viriam a publicar mais dois
artigos remodelando seu modelo quimicamente estruturado (GARCIA-OCHOA,
SANTOS e ALCON, 2004a; 2004b), mas agora ja levando em consideragao todo seu
material prévio, e também o trabalho de Pons, Dussap e Gros (1998). O modelo final
quimicamente estruturado proposto pelos autores estd baseado nas reacgdes
apresentadas no esquema simplificado construido pelos autores apresentado da

Figura 5.
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Figura 5: Esquema metabdlico simplificado assumido por Garcia-Ochoa et al. (2004a). Adaptado de
Garcia-Ochoa et al. (2004a).

3.5. Cultivo Continuo

Silvan e Rogovin (1970) considerando a possibilidade de um cultivo continuo
para goma xantana trazer vantagens produtivas, principalmente econdmicas,
publicaram o primeiro estudo envolvendo esse método de cultura em escala
laboratorial. Como modelo cinético apenas para crescimento celular, os autores
utilizaram uma equacéo derivada de Monod em estado estacionario y = D (sendo D a

taxa de diluigéo).

X =Yx (S - —2=) (31)

Mmax—D

O cultivo teve duracao de 244 horas e Silvan e Rogovin (1970) acompanharam
o crescimento celular, consumo de glicose, viscosidade do meio e produgao de goma.

Utilizando taxas de diluigdo (D) entre 0,02 e 0,0285 h-', eles conseguiram manter um
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estado estacionario, tanto para produgdo quanto para viscosidade do meio. As
conclusdes do estudo mostraram que nao houve deterioragao da cultura, e que o
consumo de substrato e a produgdo de goma foram fungdes do pH e da taxa de
diluicdo. Porém, o pH utilizado foi abaixo da faixa ideal demonstrada em estudos
posteriores, como mostrado pelo trabalho de revisdo de Bhat et al. (2022), que
encontrou estudos demostrando que o pH ideal para produgao de goma situa-se entre
7 e 8.

Zabot et al. (2012), trouxeram um estudo voltado para a modelagem do
processo produtivo continuo de goma utilizando lactose de soro de queijo como fonte
de carbono. Os autores levaram em consideragdao o nao-reciclo e reciclo interno e
externo de células. A conclusao destacada de sua simulagao foi a produtividade ao
menos dez vezes maior nos cultivos com reciclo, e que é possivel otimizar a produc¢ao
de goma utilizando esse modelo de processo. Segundo os autores, sistemas com
reciclo de células sdo comuns na industria, e a sua principal funcdo € aumentar a
concentragao celular para aumentar a taxa de conversao de substrato. Ainda segundo
os autores, usualmente a separagao das células é realizada utilizando uma centrifuga,
e em caso de reatores em série, a operagao pode ser realizada retornando o
microrganismo para o reator mais apropriado. Seu modelo usou como base equacgoes
de balango de massa e a equagao do modelo de Contois, para biomassa, substrato e
produto, em estado estacionario, porém nao levou em consideracido o consumo de

oxigénio e a reologia do meio.

Vignesh, Arumugam e Ponnusami (2015) mais recentemente também
trouxeram um estudo sobre produg¢ao de goma utilizando cultivo continuo e caldo-de-
cana como fonte de carbono. Os autores citaram que ha formacédo de zonas mortas,
0 que acarreta o esgotamento localizado de nutrientes e de oxigénio, e leva a perda
da atividade metabdlica das células. O aumento demasiado da taxa de fluxo de
oxigénio e agitacdo para aumento do k.a também podem causar a morte celular,
devido a liberagao de calor e cisalhamento. Em seu trabalho, o foco dos autores foi
desenvolver um modelo que descrevesse o processo, buscando encontrar a taxa de
diluicado 6tima para o desenvolvimento do biorreator. Foi levado em conta o reciclo e
0 nao-reciclo de células, onde para os dados cinéticos utilizados no trabalho, a taxa

de diluigdo 6tima foi de 0,205 e 0,350 h™', respectivamente.
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O modelo de Vignesh, Arumugam e Ponnusami (2015) foi baseado na
equacao logistica do crescimento, e segundo os proprios autores € um refinamento
do modelo produzido por Zabot et al. (2012). Os autores apontam que o objetivo é
sempre manter as células em fase exponencial de crescimento, uma vez que para 0s
autores a goma é um produto associado ao crescimento. E por fim, ressaltam que
para se obter a performance predita, se fazem necessarios sistemas eficientes de
mistura e controle de temperatura. As equagdes de balango e cinéticas do modelo

estao listadas abaixo, equacdes 32 a 34.

X =YysSo (1 - %) (32)
S= (50 - L) (33)
Yx/s

Sendo as produtividades de biomassa e produto dadas pelas equacodes: Py =
DX; P, = DX. Essas mesmas equacdes foram recalculadas levando em consideragao
o reciclo de células, o que levou a uma simulacdo com ganho de 72% em

produtividade quando comparado com a simulagéo sem reciclo.

3.6. Operabilidade

De maneira geral, a analise de operabilidade € um método direcionado ao
projeto e controle de processos quimicos, para avaliagdo da capacidade de um
conjunto disponivel de entradas (Available Input Set - AlS) para atingir um conjunto de
saidas (Achievable Output Set - AOS) no qual metas de produg¢ao sao consideradas,
através de um mapeamento linear e nao linear (GEORGAKIS et al., 2003). Uma
aplicacédo esta devidamente descrita no trabalho de Carrasco e Lima (2017) e
Gazzaneo et al. (2020). A anélise necessita de modelos que representem o processo,
podendo ser usados modelos fenomenoldgicos ou modelos caixa preta como redes
neurais. Esse modelo (M) descreve a relagdo entre as entradas e as saidas da

seguinte forma:
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x=f(xud)

y=gxud)
h1(x,x,y,u,u,d) =0
h2(x,x,y,u,u,d) =0

M =

Nos quais x sao variaveis de estado e u ¢é o vetor de variaveis manipulaveis de
entrada. As derivadas pelo tempo de x e u séo x, u, respectivamente; d e y sédo os
vetores de perturbagdes ou desvios e variaveis de saida, respectivamente; f e g sé&o
representacdes dos mapas nao-lineares. Por fim, h1 e h2 incluem os limites das

restricbes do processo associados a produtividade e especificagdes de seguranga.

O AIS (eq. 35) é baseado na estrutura e limites do processo e o A0S (eq. 36)

€ calculado pelos modelos:
AIS = {uluf"™ < u; < uf™;1 < i <m} (35)
A0S ={y|ly = M(u,d);u € AIS,d fixo} (36)

Em alguns casos, A0S né&o é suficiente para satisfazer alguns indicadores. A
associacdo com esses indicadores gera um vetor denominado de conjunto de saidas
desejadas (Desired Output Set — DOS). DOS conectam os vértices dados por y™" e
y™#* sendo o DOS definido como o espaco de saida onde o processo deve operar. Ja
este espago para entradas pode ser denominado como conjunto de entradas
desejadas (Desired Input Set - DIS). DOS (eq. 37) e DIS (eq. 38) sédo definidos como:

DOS = {y|y]"* < y; S y*;1<j < n} (37)
DIS = {ulu = M~'y;y € DOS} (38)

A determinacéo do DIS se da por um algoritmo de otimizagéo nao linear (NLP)
que minimiza uma fungdo objetivo (@). A solugcdo de P1 (eq. 39) pode ser obtida
mediante algoritmos de otimizagdo no MATLAB.

Yik=Yjk

2
ik ) sut™ <up < up?; cl(uy) <0 (39)

Pl =0y = minZ?ﬂ(
Uy

Cada y;, corresponde a um ponto do DOS (eq. 40) de acordo com um

@

agrupamento especifico, onde “j” representa o indice da variavel de saida, e “k” o

indice de um ponto no agrupamento. Dessa forma:

DOS ={yly = 1v.¥2 . ¥p) } (40)
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As respostas do otimizador consistem em um conjunto de pontos calculados
para cada ponto do DOS, u;, = (uj, u3, ..., uy). c1 representa uma restricdo néo linear
no mapa de dados associado a um alvo especifico. Os pontos em u,;, definem um
DIS*, e este conjunto € denominado de DIS factivel (eq. 41), e pode ser usado para

recalcular o conjunto de saida DOS factivel, DOS* (eq. 42). Ambos ficam:

DIs* = {u

ut = (uj,us, .., up) ) (41)
DOS* = {y*|y* = M(u"); u* € DIS*} (42)

O modelo de processo M ¢ aplicado aos dados de entrada inseridos no DIS*.

Todos os conjuntos estao visualmente representados na Figura 11 abaixo:

- -~

Mapeamento (M) Y2

» U3 Mapeamento inverso (M) > Vi
Abordagem baseada em programacdo ndo-linear (NLP)

AlS Conjunto de entradas disponiveis |:|
AOS Conjunto de saidas disponiveis -
DOS Conjunto de saidas desejadas

DOS* Conj. de saidas desejadas possiveis FrH
DIS Conjunto de entradas desejadas

DIS* Conj. de entradas desejadas possiveis 1 &

Figura 6: llustracdo do funcionamento de uma analise de operabilidade para um sistema 2x2 genérico,
indicando as regides provenientes do estudo, em especial a regido operavel do sistema (DIS*). Fonte:
Acervo pessoal.
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4. MATERIAIS E METODOS

A primeira fase deste projeto foi composta pelo planejamento,
desenvolvimento e conducdo de diferentes cultivos em biorreator de bancada nas
condi¢cbes de batelada, seguido de analise de dados, objetivando a obtengdo dos
dados experimentais necessarios para desenvolvimento de um modelo cinético que
descrevesse o comportamento do crescimento celular, consumo de substratos e
produgao do bioproduto pelas linhagens aqui utilizadas. A partir deste conjunto de
dados, uma segunda fase teve inicio com a constru¢do do modelo cinético hibrido
juntando modelagem baseada em equacgdes fenomenoldgicas n&o estruturadas com
redes neurais artificiais. Esse modelo hibrido foi utilizado como ferramenta principal
para a otimizac&o do sistema e analise de operabilidade do processo visando controle
e aumento da produtividade da goma. A segunda fase contou com a supervisdo do
Prof. Dr. Fernando V. Lima do Department of Chemical and Biochemical Engineering
da West Virginia University (WVU) durante periodo de estagio no Control, Optimization
and Design for Energy and Sustainability (CODES) Group. Por fim, a fase final tratou
da realizagdo da validagdo experimental em modo continuo em reator CSTR,
aplicando as condigbes otimizadas anteriormente. A Figura 7 abaixo apresenta de

forma ilustrativa e em ordem cronolégica as principais etapas de todo trabalho.
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Experimetos ' Ajuste do ’ Otimizacao ’
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Figura 7: Fluxograma em ordem cronolégica, seguindo sentido orientado por setas, ilustrando as
etapas principais durante o desenvolvimento do projeto. Cada imagem corresponde ao titulo logo
acima. Fonte: Acervo pessoal.

4.1. Cultivos

Os primeiros cultivos foram conduzidos utilizando variagcbes do meio SYMP
(em g.L-': Sacarose, 35; Extrato de levedura, 4; Extrato de malte, 4; Peptona, 4;
K2HPO4, 5,27; KH2PO4, 2,81; MgS04.7H20, 2; NaCl, 1; Ureia, 0,4; e FeSO4, 0,002),
de acordo com OLIVEIRA, et al. (2025). As linhagens utilizadas nesse trabalho de
otimizagcado de produgdo de goma foram as mesmas geneticamente modificadas e
utilizadas no trabalho de OLIVEIRA, et al. (2025), onde foi necessaria a realizagao de
indugdo da expressao génica com L-arabinose (0,005% m/v) ao final da fase
exponencial de crescimento celular. As células de Xanthomonas campestris pv.
campestris, cuja linhagem parental identificada por ATCC 33913 e cddigo n° CCT

5268, foram adquiridas da Fundacao André Tosello.
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Foram utilizadas trés linhagens, incluindo a linhagem parental identificada
como XCC, uma abreviagao para Xanthomonas campestris pv. campestris. As demais
receberam um complemento no nome de acordo com a proteina que superexpressam,
XCC_deH (proteina UDPG-deH) e XCC_PP (proteina UDPG-PP).

Os cultivos foram realizados em biorreatores de bancada do tipo tanque
agitado, primeiramente em modo batelada, e ao final em modo continuo. Os dados
em batelada foram coletados de cultivos que foram realizados utilizando um biorreator
de 6 L com volume de trabalho de 4 L, de fabricagdo e uso do grupo de pesquisa da
instituicado nacional DEQ/UFSCar (software de supervisdo: SUPERSYS_HCDC® por
Horta, 2008), e em biorreatores Minifors2 de 1,5 L com volume de trabalho de 900 mL,
de fabricagdo Infors HT®. O cultivo em modo continuo foi realizado utilizando o
mesmo biorreator de 6 L, mantendo o volume de trabalho de 4 L. Ambos os reatores
estavam equipados com dois impelidores do tipo Rushton, separados por uma
distancia de 1,5 diametro do impelidor. A temperatura foi mantida entre 28 e 30°C, e o
pH mantido entre 6,5 e 7,5 por meio do tampéo fosfato contido no meio, com pequenas
corregdes, quase que irrisorias, utilizando NaOH 1M e HCI 5M. Para os cultivos em
batelada, o fluxo de entrada de ar foi mantido em 2 vvm variando a porcentagem de
oxigénio entre 21% e 100%, buscando sempre manter a saturagdo de oxigénio
dissolvido acima de 30 %, e o controle foi feito automaticamente via controlador PID
convencional. A agitacéo foi mantida na faixa entre 400 e 900 rpom. No modo continuo,

as condi¢des de agitacao e aeragao seguiram as discutidas na sec¢ao de resultados.

4.2. Métodos analiticos

Os dados obtidos nos diferentes cultivos tiveram a quantidade e periodicidade
dos pontos padronizadas. Para isso, técnicas de interpolacdo, linear e Cubic Spline,
foram utilizadas. Para eliminacao dos ruidos, foram utilizados os métodos de média e

mediana moével, com threshould factor de 1 e Smoothing factor de 0,025.

A quantificacdo de biomassa das células seguiu procedimento adaptado ao
descrito por Savvides et al. (2012), que visa separar as células da goma xantana para
correta medicao da formacéao de biomassa. O procedimento consiste em trés lavagens

consecutivas da biomassa em solugao salina, utilizando-se de centrifugagdes para
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separagao da biomassa do meio, seguida de quantificagdo por gravimetria (massa
seca) e leituras de absorbancia (DOsoonm). Mais especificamente, a amostra de caldo
€ previamente diluida na solugdo para a primeira lavagem na proporgdo 7:1
(Salina:Caldo), e ap6s centrifugagéo a 18.000 g por 10 min, o sobrenadante contendo
praticamente toda goma xantana é separado e levado para quantificacdo do produto,
e o pellet contendo a biomassa € novamente lavado sendo ressuspendido mais uma
vez em solugdo salina, mantendo o volume do sobrenadante retirado. A centrifugagéo
é repetida, mas dessa vez o sobrenadante é descartado e a terceira e ultima lavagem
€ repetida igualmente a segunda. Para as analises em massa seca, as células

separadas por centrifugacao, foram secas a 55°C por 72 horas.

A concentracdo de goma produzida foi mensurada por método gravimétrico
(massa seca), adaptado dos procedimentos descritos por Savvides et al. (2012) e
Subhash et al. (2015). O sobrenadante em solugao salina, pos centrifugagao (livre de
células), foi adicionado, para precipitagdo da goma, em mistura com isopropanol nas
propor¢des 2:1 ou 5:1 (Isopropanol:Amostra diluida) (a depender da concentragao de
goma, se fez necessario a ampliagéo da proporgéo do alcool). O precipitado formado
(goma xantana) foi removido mecanicamente com o auxilio de espatulas e bastdes de
vidro, apos ser resfriada a -20°C por 20 minutos. Por fim a mistura restante passou
por centrifugacdo a 30.000 g para remocao de qualquer precipitado ainda

remanescente no recipiente.

Para a avaliacdo do consumo da fonte de carbono, foram coletadas amostras
da mistura final com isopropanol apdés a remogao da goma. A sacarose presente na
solucao nao precipita junto da goma xantana na presenca do isopropanol. As analises
foram realizadas utilizando um equipamento de HPLC (Waters, Milford, MA, USA),
equipado com um detector de indice de refracdo (modelo 2414, Waters) e uma coluna
Sugar-Pak™ | (modelo WAT085188, Waters) aquecida a 80°C. A fase mével foi Ca?*-
EDTA (50 mg/L) a um fluxo de 0,5 mL/min. Por requisitos do equipamento, as
amostras passaram por secagem em estufa para evaporar todo conteudo alcodlico
presente. Quando em solugdo com isopropanol essa amostra ja esta em diluicdo de
24 vezes, deste modo, para aumentar a concentragao, o agucar seco é ressuspendido

em agua Milli-Q em um tergo do volume, reduzindo a diluicdo para apenas 8 vezes.
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Antes da injecdo da amostra no equipamento, ela ainda passa por filtragao em filtro
PTFE de 0,22 ym.

4.2.1. Acompanhamento da reologia do meio

Para o monitoramento da viscosidade do caldo de cultivo em tempo real no
biorreator de 6 L, foi testado um sistema para medi¢céo do torque aplicado no eixo dos
impelidores. Este se baseia na ideia de acompanhamento do torque através da
utilizacao de um dinamémetro. Além da viscosidade, outras informagdes podem ser
obtidas, como consumo energético e o efeito de diferentes arquiteturas de reator e de

impelidores.

Segundo a terceira lei de Newton, toda acdo gera uma reagdo. O motor
elétrico utilizado nesse experimento aplica uma forga de rotagdo no sentido axial sobre
0 eixo, fazendo-o rotacionar no sentido horario, e a mesma forga de igual magnitude
€ aplicada na direcdo oposta pelo conjunto eixo-rotor na carcaga do motor, que por
sua vez nao rotaciona no sentido anti-horario por estar ancorado em todo sistema que
constitui o biorreator. Ao aferir essa for¢ca aplicada pelo motor ao sistema,
concentrando toda essa energia em um unico ponto de ancoragem para medi¢ao, isso
permitiria a quantificacado da forga necessaria para a manutencéo da agitagao definida
pelos controles do sistema. A hipotese levantada foi a possibilidade de relacionar a
variagao da viscosidade do caldo com a alteragdo do torque sendo utilizado para

movimentar os impelidores.

Para a liberacéo da rotagao angular do corpo do motor sobre a tampa do vaso
do biorreator, foi projetado um anel/rolamento (Figuras 8 e 9) que se posiciona
exatamente no encaixe entre a tampa e o motor, como mostra a Figura 8-B. O corpo
do motor foi entdo fixado a extremidade de uma célula de carga (Figura 9-2) de 20 kg
conectada a um modulo de Arduino® HX711 (Figura 9-6 e 9-7). A outra extremidade
da célula foi entdo fixada a uma barra (Figura 9-3) de metal, que por sua vez apoia-se
em uma torre (Figura 9-4) que se localiza atras do reator. A tor¢ao (torque) aplicada a
essa célula de carga é transformada pelo médulo em sinais elétricos que podem ser

lidos pela porta serial do computador conectado ao Arduino.
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Figura 8: Imagens mostrando com detalhes o anel de rolamento utilizado para liberacédo da rotacéo
do corpo do motor (A) e da posicdo onde ele foi alocado (B). Fonte: Acervo pessoal.



Pagina | 57

»
od

Figura 9: Imagens contendo os itens enumerados que compdem o sistema pensado para
monitoramento de torque em cultivos de produgéo de goma. 1. Anel de rolamento; 2. Célula de carga;
3. Barra de suporte; 4. Torre de estabilizacao/fixagdo; 5. Motor elétrico; 6. Médulo HX711; 7. Arduino
mega. Fonte: Acervo pessoal.

Para construcdo de uma curva de viscosidade com a concentragdo de goma
durante o cultivo, amostras foram coletadas e tiveram sua viscosidade aparente
calculada de acordo a equacgao da lei de poténcia e a equacao para viscosidade
aparente de Metzner-Otto, eq. 43 (DORAN, 2013):

T=k*y", g =A% N (43)

Onde 7 [N.m?] é a tensdo de cisalhamento, k [N.s.m?] é o indice de
consisténcia, y [s”'] a taxa de cisalhamento, n [ ] o indice de fluxo, N [s*'] a agitac&o,
e A, constante de Metzner-Otto relativa ao impelidor. Esses parametros foram obtidos
através do uso do redmetro Brookfield DV Il Ultra variando entre Spindle 18 e 34, e
agitacao entre 10 e 250 rpm. A viscosidade aparente foi entdo calculada através da

seguinte expressao, eq. 44:
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Ugp = k * yn—l (44)

Estes mesmos parametros k e n obtidos através da analise no rebmetro,
também foram modelados por uma rede neural artificial customizada (RNA). Esta RNA
foi utilizada posteriormente para calcular os respectivos parédmetros reoldgicos em
funcdo da concentragdo simulada de goma xantana. A rede neural utilizou como
entrada para o treinamento os dados de concentragao de produto obtidos durante o
cultivo. Os dados experimentais obtidos foram interpolados utilizando o método Cubic

Spline para o parametro k e Smoothing Spline para o parametro n.

A rede utilizada foi do tipo Rede de Camada Recorrente (Layered Recurrent
Network), que se diferencia pela retroalimentacédo dos dados de saida na mesma
camada, permitindo o armazenamento de informacgdes, ideais para dados de evolugao
com o tempo. A RNA foi treinada individualmente para cada respectivo parametro, e o
treinamento utilizado foi seguindo o método de Levenberg-Marquardt. Trés camadas
ocultas foram utilizadas com 5 neurénios cada, sendo as duas primeiras com fungao
de transferéncia do tipo log-sigmoide e linear para terceira e camada de saida.
Funcbes log-sigmoide foram adicionadas ao inicio para intensificar o efeito
exponencial do aumento da viscosidade repentino do fluido, e fungdes lineares para

manterem o comportamento estavel.

Quinhentas épocas de treinamento foram utilizadas, limitando o numero de
tentativas em cima do processo de validagdo cruzada de 5 grupos realizado,
garantindo assim que ndo ocorresse overfitting. Para a validagdo cruzada, quatro
grupos de dados foram utilizados para o treinamento e um para a validagdo do
desempenho da rede, com o processo sendo repetido cinco vezes alternando o grupo
de validacdo. Para isso, os dados de concentragédo de goma foram organizados em 5
grupos com distribuicdo igual dos pontos preservando a estrutura da curva de
evolugao do produto. A Figura 10 abaixo mostra de forma ilustrativa a sequéncia e
configuragéo do esquema utilizado.
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Figura 10: Esquema de funcionamento da RNA utilizada para descrever os parametros k (indice de
consisténcia) e n (taxa de cisalhamento) da reologia do meio. Cada camada contém as caixas ‘W’
para adigdo dos pesos dados aos neurdnios, sendo uma delas referente aos dados retroativos
demonstrados com um atraso de 1 periodo de amostragem. Junto as caixas ‘W’, sdo adicionados
valores constantes representados pelas caixas ‘b’, onde o valor final sera transformado pela fungao
de transferéncia representada pelas caixas com a gravura de representacao da fung¢ao aplicada.

4.3. Desenvolvimento do Modelo Cinético

4.3.1. Batelada

Utilizou-se o modelo nao-estruturado adaptado de Garcia-Ochoa, Santos e
Alcon (1995) e Moraine e Rogovin (1971). A decisdo nao recaiu sobre um modelo
estruturado pois este adicionaria complexidade desnecessaria aos objetivos do
trabalho. Abaixo, equagdes 45 a 48, segue modelo original sem modificagcdes de
Garcia-Ochoa, Santos e Alcon (1995):

ax . Xo X
==y =ky (E + N0> X (1 X—O+Y§NO> (45)

N N
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as 1 dx

= s =g TmeX (46)
dP
E = rp = kpSX (47)
ao * 1 dX
d_tz = kLa(OZ - 02) - (mOZX + EE) (48)

A primeira modificagcdo se deu pela substituicdo da equacao original de
formacgao de produto, reescrita abaixo na equagao 49, de Moraine e Rogovin (1971),
uma vez que nessa ha a limitacdo do quanto o substrato ira influenciar o aumento da
taxa de producéo, impedindo que o excesso de substrato seja entendido como ganho
de produtividade, 0 que nao representa a realidade dada a limitagdo metabdlica das

células.

e (49)

dt ~ Ks+S

Para este trabalho, foi adicionado o termo P-P"C de limitagdo por concentragéo
de produto, diretamente ligada a viscosidade do meio que limita a produgdo. O
parametro “C”[ ] € uma constante empirica de ajuste de proporcionalidade para a parte
exponencial do termo adicionado. Outro paradmetro de ajuste adicionado € o “V” [L],
representando o volume de trabalho, necessario para diminuir o impacto do aumento
em produtividade observado experimentalmente pelo aumento de escala, em cima

dos parametros. Segue a nova equacgao que descreve o acumulo de produto, eq. 50:

ap _ _S yp-PxC
= 1p = kpV o XP (50)

Onde ‘kp’ [gP.gS".gX'.h-'.L-"] é a taxa maxima de crescimento especifico, e
‘Ks’[g.L"] é a constante relacionada a redugéo da producao diante de uma quantidade
reduzida de substrato. A segunda modificacdo foi na Eq. (48), adicionando um
parametro ‘0’ [ ] para ajustar a quantidade de oxigénio consumida durante o
crescimento celular no termo da Taxa de Captagao de Oxigénio (OUR). Esse ajuste
afeta diretamente a forma como a taxa de variacado das células afeta a demanda por
O2, respeitando a faixa real conceitual do pardmetro estequiométrico de conversao
“Yox”. Além dele, um novo pardmetro empirico ‘R’ [molO2.h-'], entrou como uma
resisténcia constante para a dissolugao de oxigénio. Ainclusdo desse parametro como

um termo extra na equagao e nao dentro do termo de transferéncia de Oz, traria um
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efeito angular indesejavel ao comportamento do termo de transferéncia em caso de

modifica¢cdes no “kLa”. Segue a nova equagao, eq. 51:

do, _
at

k,a(0; — 0,) — (mOZX + id—X) —R (51)

Yor dt

Onde a diferenga entre o oxigénio na interface gas-liquido (O2*) e o oxigénio
dissolvido no meio (O2) é a forgca motriz para a Taxa de Transferéncia de Oxigénio
(OTR), 0 ‘mo2'[mol02.gX".h""] o coeficiente de consumo de Oz, e ‘Yox' a conversio de
O2 em células. Ambas as modificagdes realizadas para as taxas de formacao de
produto e consumo de O2 foram baseadas em observagdes experimentais, e devido
ao carater empirico dos ajustes, limitam o uso das equag¢des — agora semiempiricas

— nas regides fora das faixas avaliadas nesse estudo.

A ultima modificacdo feita foi em relacdo a equacado para o Coeficiente
Volumétrico de Transferéncia de Massa (k.a), em que seus parametros sao
diretamente dependentes das caracteristicas fisicas do processo, tais como tipo e
tamanho dos impelidores, da dorna da vazao de gas, das chicanas, etc. Trabalhos de
Garcia-Ochoa, Santos e Alcon (1995, 2000, 2004) utilizaram a seguinte equagao (52)

para ajuste de parametros:
k. a = bN¢¢p*u (52)

Onde o termo N representa agitagdo, ¢ representa o efeito da velocidade
superficial do gas de entrada para a aeragao, e u a viscosidade, dado pela unidade
de m.s'. Bustamante (2013) que trabalhou com um sistema (reator) similar ao
utilizado neste trabalho, também utilizou a mesma estrutura de equacio, porém
alterando a unidade do termo ¢ para levar em consideracao a relagao da velocidade
volumétrica de entrada de ar com o volume de meio do reator, dado pela unidade de
m3.s™'. Considerando a proximidade dos sistemas, a aproximagdo de Bustamante
(2013) foi a utilizada como base. Entretanto como as concentra¢gées de goma xantana
atingidas pelos cultivos experimentais nesse trabalho foram superiores as
apresentadas pelos trabalhos de Garcia-Ochoa, Santos e Alcon (1995, 2000, 2004) e
Bustamante (2013), foi necessaria a suplementagéo de oxigénio 99% a mistura de
gas na entrada do reator, portanto a estrutura da equacao para o k.a precisou ser
modificada no termo referente a viscosidade no meio, substituindo o parametro e pela

multiplicagdo da propria viscosidade pelo novo parametro f, intensificando o aumento
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exponencial trazido pela viscosidade a aeragéo do sistema. Segue a nova equagéao
53:

koa=fNI¢p"kin/ (53)

Neste trabalho, os parametros “g, h, i e j7 foram mantidos iguais aos
determinados por Bustamente et al. (2013), “1,431, 0,488, 0,131 e 1,193
respectivamente, mas deixando o parametro ‘f para ajuste geral. As leituras de
oxigénio dissolvido em porcentagem foram convertidas para mol.L-' de acordo com a
lei de Henrys (Eq. 54) (DORAN, 2013):

Py =Pry,,=H=Cy (54)

Onde Pac € a pressao parcial do componente A, Pr a pressao total, yac a
fracdo de gas do componente A e C*a. a concentragdao do gas em equilibrio na
interface gas-liquido. Considerando o efeito do soluto na solubilidade do oxigénio, o
C*aL calculado foi considerado 15% menor do que seria em agua pura, com base em
valor aproximado ao descrito na literatura para meios de cultura com presencga de sais.
De acordo com Doran (2013), é possivel recalcular o C*s. em sistemas onde ha um
suprimento de oxigénio enriquecido, apenas adotando a abordagem linear quando a
temperatura é constante, de modo que o ‘H’ permanega constante (Eq. 55). Este € um
passo importante porque o ‘C*a.’ afetara a forga motriz da por¢édo OTR da Equacgao. A

Eq. 55 abaixo, denota a relagao proporcional entre dois estagios do mesmo gas.

P Ch
T2YAG2 — ile (55)
Privacrt  Capq

Entretanto, cada sistema tem suas proprias caracteristicas, e para este
trabalho a correlacéo linear ndo foi capaz de representar a concentracido real de
oxigénio em equilibrio na interface. Talvez devido as caracteristicas reoldgicas que o
meio atingiu, que adicionaram mais resisténcia, e a pressao do gas nao foi forte o
suficiente para superar completamente. O efeito resultante na resposta do modelo
quando o suprimento de oxigénio é ligado, € aumentar o OTR de forma que o OUR
nao consegue acompanhar, uma vez que o OUR depende apenas da demanda de
biomassa e ndo leva em conta a dificuldade em assimilar esse oxigénio, criando entao
um valor calculado muito maior para a COD do que o observado em dados

experimentais reais. Para corrigir este problema a abordagem adotada foi modificar a
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equacéao k.a para compensar este efeito, o que provou ser um desafio, ou adicionar
um peso a quantidade de oxigénio extra a ser fornecido, reajustando a maneira como
calculamos o novo C*a.2. Essa segunda abordagem se mostrou eficaz. A modificagéo
estda representada a seguir nos calculos que levaram a nova equagao de

proporcionalidade (Eq. 56).

Pr2Yac2
PT1Y 461

/ P *
Henry's law|p—cte: Car2 = * Carn

Concentracio adicionada = Cy;5 — Cy1

P
Concentragio adicionada = “r2Yacz Car1 — Carq

PleA(;l

P
Concentracgio adicionada corrigida = <M - 1) swx Carq
PleAGl
* P * *
Carz = (PTZ—yAGZ - 1) *0.3Ca11 + Carn (56)
T1Y 461

Onde 0,3 é o peso dado ao excedente em concentragdo de oxigénio a ser

adicionado ao sistema. Neste trabalho, o termo C*a. é representado pelo termo O™,

4.3.2. Ajuste dos parametros ao modelo

Os parametros do modelo cinético para os cultivos em batelada foram
ajustados utilizando a técnica probabilistica chamada Simulated annealing. A ideia por
tras do método esta relacionada ao aquecimento de um metal que permitira que as
particulas encontrem a conformagdo de menor energia ao final de um lento
esfriamento uma vez que em altas energias as particulas possuem maior
probabilidade de escapar dos pontos de minima energia locais em movimentos
aleatorios para migrarem para regides de minima energia global. Esse método
proposto por Kirkpatrick em 1983 (NELLES, 2020) segue os passos demonstrados na
Figura 10 abaixo.
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Figura 11: Ordem de procedimentos aplicados para resolugdo de um problema de otimizagéo pelo
método Simulated anneling, usando como base a ideia de resfriamento de um material.

O primeiro passo é a escolha de uma temperatura suficientemente alta para
que seja possivel atingir todos os estados de energia do campo potencial. O segundo
passo, define os chutes iniciais e a regido de busca de cada parametro delimitada por
limites superiores e inferiores. No passo 3, a fung¢ao objetivo dada pelas equagdes 57-
60, abaixo, representam a diferenca entre os dados experimentais e os encontrados
pelo modelo (HORTA, 2008), encontrando o “erro” associado a escolha dos
parametros. O passo 4, responsavel pela geracdo dos novos parametros deve
respeitar os limites inferiores e superiores impostos para cada parametro, gerando de
forma aleatdria (estocastica) os novos valores, que seréo reenviados ao passo 3 para
novo calculo da fungédo objetivo. Na sequéncia, passo 5, os novos valores serao
comparados aos antigos e poderao seguir dois caminhos distintos, a depender se o
valor do erro € menor ou maior do que o atual. No passo 6, em caso de erro menor,
os dados de parametros atuais serdo substituidos pelos novos calculados, e em caso
de um maior erro, esse sera avaliado segundo uma probabilidade de aceite calculada

pela Equagao 60, que esta em fungdo da temperatura (T) e da diferenga entre os
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valores das fungdes objetivo dos dois grupos de parametros. Esse valor sera
comparado a um valor randémico, que se menor a probabilidade, permite a
atualizacdo dos valores para um estado de maior energia, porém se n&o, os antigos
parametros se mantém. Por fim a temperatura reduz (passo 7) e o processo reinicia

do passo 4, ou finaliza (passo 8) em caso de ser atingida a temperatura minima.

Equacgdes da fungao obijetivo:

ex 2 mo ex 2
(c}{‘"d(t)—cx ”(t)) +<cs Yt)-ce p(t)) +

wWc wc
f(cmed, cer) =y, modx exp o\ 2 mods exp, 2 (57)
(cp t)—Cp (t)) (Co t)-C (t))
|1+ )
WCP WCO
t 2
> (e )-m)
expy — [Ztorti M7 T
WCi(C ) \/ neInstancias (58)
t
) ¢
=_fot (59)
neinstancias
() 5 ng -
h = exp\ T/ > ntmero randdémico (60)

Onde Cfx” e C"°4 representam respectivamente as variaveis experimentais e

{1t
|

as simuladas pelo modelo, com “i" € {X, S, P e O}, “t" correspondendo ao tempo e wg,

o termo para normaliza¢ao dos dados.

4.3.3. CSTR

Para obtencdo do modelo cinético para operacao em um CSTR, foi realizado
os balancos de massa para biomassa, produto e substrato. A equacido para a
concentragcdo de oxigénio no reator ja prevé um sistema continuo. Iniciando para a

biomassa temos, eq. 61:

V) — 1V — FX (61)
dt
Onde F/V = D, sendo D a taxa de diluicdo do reator dada por s-'. O acumulo de

biomassa, eq. 62, fica:

& = X(ux — D) (62)
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Para o substrato eq. 63:

L0 = psfecd — S — gV (63)

Onde a taxa de formacgao de substrato, rs, vem da Eq. (5). Ao final o acumulo
de substrato € descrito na eq. 64:

as d px
2 = p(sree —S)—X(ms+y—XS) (64)

Para o produto, temos a eq. 65:

LD = 1,V — FP (65)

Onde ri= Ui X, de forma que o acumulo de produto pode ser representado ela eq. 66:

d
= = upX — DP (66)

Ux e Up foram extraidos das equagdes 45 e 50, para rx e rp respectivamente, eq.

67 e 68.

_ Xo _ X
Ux = kx (YK + No) (1 X0+Y§N0> (67)
N N

S
Ks+S

Up = ka P_P*C (68)

O ponto 6timo para operacdo do CSTR, em termos da taxa de diluigao,
concentragdes 6timas de células, substrato, oxigénio dissolvido e produto, buscando
um cultivo continuo em estado estacionario, foi calculado através da resolugdo do
sistema de equacbes apresentado acima. Para isso, foi utilizado um otimizador
computacional através da ferramenta MATLAB®, chamado fmincon, onde uma fungéo

objetivo foi minimizada seguindo as restricdes apresentadas abaixo:

( upX = DP
do,
—2=0
dt

& &
S5=-<X=>65-
55L_ _65L

Fungao objetivo = |23
. uncao onjetivo = dt
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Tais restricoes foram definidas seguindo o observado experimentalmente nos
cultivos em batelada, buscando manter o cultivo dentro da faixa de maior
produtividade e com a variacdo de produto em zero, dP/dt = 0, para manter a
viscosidade constante. Uma vez definidas as restricbes de ndo variagdo do oxigénio
dissolvido e da concentragdo de produto, e dada uma faixa aceitavel de variagao da
biomassa, a fungao objetivo passou a ser a busca em reduzir a queda da concentragao
de substrato do meio, visando a manutengao do cultivo por longos periodos de tempo
sem afetar a producdo. Por fim, para a resolucido das equacdes diferenciais foi
utilizado o solver ode45. O Quadro 1 abaixo apresenta o cédigo para simulagao do

processo.

Quadro 1: Codigo em MATLAB® utilizado para simulagéo do sistema partindo de um cultivo em
batelada para um cultivo em CSTR, objetivando encontrar os pontos 6timos de operagéo através de
otimizador nao-linear.

Obtenc¢ao do ponto 6timo de operagao — fmincon MATLAB ® - Script
%Entradas

input_0=[D, Cs_feed, Co_feed, NJ; % Valores iniciais a serem otimizados, na ordem: taxa de diluicéo,

concentragao de substrato na alimentagéo, concentragao de O na alimentagéo, e agitagao;
% Configuragéo do otimizador

Ib =[0.01, 25, 0.21, 10]; ub =[1.00, 100, 0.7, 14]; %Limites inferiores e superiores;

A=[]; b=[]; Aeq =[]; beq = []; %lgualdades e desigualdades lineares inexistentes;

[input_optimal, fval] = fmincon(@f _obj,input_0,A,b,Aeq,beq,lb,ub,@f constraint) %Chamando a

fungao do otimizador;
function obj = f_obj(input) %Funcao objetivo = |rs|;

[dC_batch,dC_cstr,t,C] = CSTR_xanthan(input); %Resolvendo o modelo; dC: taxas de variacéo
de X, S, P e O. C: perfis de concentragdes de X, S, P e O ao longo do tempo “1".

obj = abs(dC_cstr(2));

end

function [cieq, ceq] = f_constraint(input) %Funcao para limitadores;
[dC_batch,dC_cstr,t,C] = CSTR_xanthan(input); %Resolvendo o modelo;

cieq = []; %Nenhuma desigualdade existente;
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ceq(1) =dC_cstr(3); % rp = 0;
ceq(2) =dC_cstr(4); % ro = 0;
end
%FUNCAO DO SISTEMA
function [dC_batch, dC_cstr, t_total, C_total, Cb] = CSTR_xanthan(input);
t=0; step = 1; % Tempo inicial e tamanho do passo em horas;
Cx0 = 0.0412368; Cs0 = 25; Cp0 = 2.6; Co0 = 0.00020705; %Condi¢cdes iniciais;
Cx = Cx0; Cs = Cs0; Cp = Cp0; Co = Co0;
%Condicbes para inicio em batelada
D = 0; %N&o ha troca de meio de cultivo;
02_feed = 0.00021; %Concentragdo de O2 em mol/L quando alimentado apenas com ar;
%Monitoramento para condi¢gbes de troca de batelada para continuo
while D ==
input_full = [D,Cs_feed,Co_int,N,t1,t2,Cx,Cs,Cp,Co,Cx0]; %Atualizacao em loop das entradas;

[t,C_batch,C_endb] = CSTR_solver (input_full); %Resolvendo o Sistema para batelada.
C_endb: Valores finais de concentragdo de X, S, P, e O.

if C_endb(4) <= 0.00013 %Averiguacao de nivel minimo de oxigénio dissolvido;
Co_int = (input(3)+0.49)/3273.628; %Ajuste para nova concentracao na alimentacao de Og;

end

if C_endb(1) >= 5.9 || C_endb(3) >= 45 %Limites determinados para troca de batelada para
CSTR;

D = input(1) %Ajuste para nova taxa de dilui¢éo;

Cx = C_endb(1); Cs = C_endb(2); Cp = C_endb(3); Co = C_endb(4); %Atualizando novas
concentragoes;

Cb =[C_endb(1),C_endb(2),C_endb(3),C_endb(4)]; %Salvando dados finais da batelada;
t1 = 12; %lnicio do cstr apds término da batelada;

t2=t2+step;

input_full = [D,Cs_feed,Co_int,N,t1,t2,Cx,Cs,Cp,Co,Cx0]; %Entradas para inicio do CSTR;

break %Finalizando o looping “While” da batelada;
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end

t2 = t2 +step; %Enquanto condicdo do loop “While” for mantida, aumenta-se o valor de um

passo ao tempo final de simulagao;
end

dC_batch = CSTR_ode(0,C_endb,D,Cs_feed,Co_int,N,Cx0); % Calculo das taxas de evolucao

durante o processo batelada;
while t2<=60 % Tempo total de simulacao
[t_cstr,C_cstr,C_endc] = CSTR_solver(input_full); %Simulacao CSTR.
%Aplicagao dos limites inferiores e superiores de operagao para as variaveis de estado
Cx = C_endc(1); Cs = C_endc(2); Cp = C_end(3); Co = C_endc(4);
if C_endc(1) >=7 || C_endc(1) <=5 || C_endc(2) >= 35 || C_endc(2) <=5 ...
[| C_endc(3) >= 53 || C_endc(3) <= 40 || C_endc(4)>= 0.0007 || C_endc(4) <= 0.00005
break
end
t2 = t2+step
input_full = [D,Cs_feed,Co_int,N,t1,t2,Cx,Cs,Cp,Co,Cx0];
end
dC_cstr = CSTR_ode(0,C_endc,D,Cs_feed,Co_int,N,Cx0)
t_total = [t_batch;t_cstr];
C_total = [C_batch;C_cstr];
end
%FUNCAO PARA RESOLUGCAO DA EDO
function [t,C_dyn,C_end] = CSTR_solver(input_full)

D =input_full(1); Cs_feed = input_full(2); Co_int = input_full(3); N = input_full(4); t1 =input_full(5);
t2 = input_full(6); Cx = input_full(7); Cs = input_full(8); Cp = input_full(9); Co = input_full(10); Cx0 =
input_full(11);

x0 = [Cx, Cs, Cp, Co]."; %Condicdes iniciais;
[t,C_dyn] = ode45(@(t,C)CSTR ode(t,C,D,Cs_feed,Co_int,N,Cx0),[t1 t2],x0); %ode45 solver ;
C_end = C_dyn(end,:).};

end
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%FUNCAO MODELO CINETICO
function dCdt = CSTR_ode(t,C,D,Cs_feed,Co_int,N,Cx0)
Cx =C(1); Cs = C(2); Cp = C(3); Co =C(4);
%Parametros
kx = 0.40; Yxn = 7.8; ms = 0.1227; Yxs = 0.6507; ks = 4.6396; kp = 1.9315; p = 0.0144; f = 0.8;
g=1.431;h=0.488;i=0.131; j = 1.193; mo = 4.0e-06; Yox = 1.7613e+04; 0 = 0.1; R = 0.000002;
V =4;Cn0=0.88; Q =6.96189715;
%Neural Network — Parametros de reologia k e n;
k_NN = load ('NN_k.mat'); k_net=k_NN.BestNet; k = sim(k_net,Cp");
n_NN = load ('NN_n.mat'); n_net=n_NN.BestNet; n = sim(n_net,Cp");
%Viscosidade e coeficiente de transferéncia de massa
kla = f.*(N.*g).*((Q./60000).*h).*(k.M).*(n"));
%Modelo cinético
ux = kx.*((Cx0./Yxn)+Cn0).*(1-(Cx./(Cx0+(Yxn.*CnQ))));
dxdt = (ux-D).*Cx;
dsdt = D.*(Cs_feed-Cs)-Cx.*(ms + (1./Yxs).*ux);
dpdt = kp.*V.*(Cs./(ks+Cs)).*(Cp.*(-Cp.*C5)).*Cx - D.*Cp;
dodt = kla.*(Co_int-Co)-Cx.*(mo+((0./Yox).*ux))-R;
dCdt = [dxdt, dsdt, dpdt, dodt].";

end

4.4. Analises de Operabilidade

Para a definicdo do grupo DOS foi utilizada a mesma abordagem anterior para
a selecao das restricbes para resolucdo do sistema de equacdes nao lineares do
modelo do CSTR. Também levou em consideragao nessa definicdo o ponto 6timo de
operacao encontrado pds otimizagdo com o fmincon, de maneira que a regiao de
operacao garanta um resultado no entorno desse ponto. As faixas de operacao das

variaveis manipuladas, AlS, foram determinadas de acordo com as limitagbes do
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sistema. Na Tabela 3 abaixo seguem os grupos de variaveis manipuladas e

controladas assim como as suas regides de operagao ou controle.

Tabela 3: Variaveis para o estudo de operabilidade.

Entradas (Manipuladas) - AIS Saidas (Controladas) - DOS
D [0,03 - 0,1 h™"] P [45 - 51 g/L]
N [10 - 14 sT] X[5-7glL]
Sfeed[25 — 100 g/L] S[15-259/L]
02 [0,0002 — 0,0007 mol/L] 02[0,00005 — 0,00015 mol/L]

O Quadro 2 abaixo apresenta as adaptacdes para simulacdo do processo e

analise de Operabilidade em torno do ponto étimo do processo.

Quadro 2: Codigo em MATLAB® para chamada da fungéo do sistema 4x4 (entradas x saidas)
responsavel por simular o processo em CSTR, utilizado no estudo de Operabilidade no aplicativo
Operability App.

Simulagao cultivo continuo e analise de operabilidade —- MATLAB ®

%Entradas

u=[D, Cs_feed, Co_feed, NJ; % \Valores obtidos através do otimizador: D =0,0704; Cs_feed = 31,192;
Co_int=0.00049; N = 13,015. Podem ser inseridos manualmente para simples simulagdo ou através

do aplicativo Operability App.

function [y]=sys4x4(u)
D =u(1); Cs_feed = u(2); Co_int = u(3); N = u(4);
Input_0 =[D, Cs_feed, Co_feed, NJ;

[dC_batch,dC_cstr,t,C,k,n,Cb] = CSTR_xanthan(input_0); %Utilizar a FUNCAO DO SISTEMA

descrita no quadro anterior.
y = [C(end,:)]; %Objetivo é avaliar a condi¢&o final do cultivo;

end

Para aplicacdo da analise de operabilidade, foi utilizada uma ferramenta
computacional desenvolvida em MATLAB® pelo grupo de pesquisa CODES do Prof.
Dr. Lima, que visa facilitar a integracéo de design e controle através de analises de

operabilidade sendo denominada “Operability App
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(https://fernandolima.faculty.wvu.edu/operability-app) (GAZZANEO et al., 2020). O
manejo e configuragdo do aplicativo para a aplicagdo nesse estudo estd sendo

mostrada na Figura 12.

A analise de operabilidade é util para nos ajudar a estudar e definir uma regiao
operacional viavel (DIS*) em torno do ponto étimo para o controle das variaveis
manipuladas do nosso sistema CSTR (D, S™¢¢, Yoz, N) onde podemos manter a saida
(X, S, P, O) em uma regido desejada (DOS), considerando possiveis variagdes com
as quais nosso controle teria que lidar, incluindo o conjunto de perturbacdes
esperadas (EDS) nos parametros, dado neste caso pelo desvio padrao (DP) dos
parametros, obtido pelos ajustes dos parametros as diferentes condigdes de cultivo.
Para definir o DOS, a mesma regido de restricdes para o sistema de equagdes néo
lineares foi usada no CSTR. As faixas de operacdo das variaveis manipuladas,
Conjunto de Entrada Disponivel (AlS), foram determinadas de acordo com as
limitagdes do sistema. O EDS foi definido como o DP de quatro parametros, “kx, Ys,
ke e f, onde eles foram avaliados como pares para reduzir a quantidade total de pontos
da regido e consequentemente o esfor¢co computacional. kx e Yxs, relacionados a
formacao de biomassa, foram definidos como um par, e ke, e f, relacionados a
formacao de produto e oxigénio dissolvido, como outro. Dessa forma, a regiao foi
formada por 8 pontos, cada par mais e menos seu DP, e o par sem alteracéo, sendo
concatenados entre si. Os pontos foram avaliados apés um tempo arbitrario de 60

horas de cultivo simulado.
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4. Operability Tool = [m] X
File Help
Main Configurations Sets
1. Choose an approach
[NLP-based approach v |
2. Choose an action
l\ Find DIS points (inverse model) v \
Main Configurations Sets
General System Dimensionality
Inverse Pro...
Number of Inputs (m) 4 ‘
Number of Outputs (p) ' 4
Expected Disturbances
Number of Disturbances (q)
Process Model
{Sis4x44m v |
Main Configurations Sets
General . Bound constraints and initial guess
Inverse Pro... 1 o u3 —
Initial Guess [0.0699|39.93... |4.970... (10.50... ~
=l " LN N2nN 128 NN 2 NNN 1N NN
4 >
Main Configurations Sets
222 Entry type |Ranges v | Grid Size - DOS 5
y2 y3 y4
Lower Bound 5 15 45| 5.0000e-05
Upper Bound 74 25 51| 1.5000e-04

Figura 12: Configuracdes aplicadas ao Operability App para estudo de operabilidade utilizando a
abordagem NLP (Natural Language Processing), para obtengéo das regiées de operagéo possiveis
para os resultados desejados, DIS* (Feasible Desired Input Set). Fonte: Acervo pessoal.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados cultivos em biorreatores em escala de bancada para
obtencdo de dados e conducgao de testes de monitoramento de reologia do caldo de
cultivo. Os dados foram tratados e utilizados para a modelagem cinética do processo
que envolveu um modelo fenomenoldgico hibrido com uma RNA. Modelo este, que
serviu como base para a simulagao da proposta de producéao e controle da viscosidade
via um cultivo continuo em CSTR. O sistema de produc¢ao foi simulado em diversas
condicbes através um estudo de capacidade de operagao (Operabilidade), e foi
validado com a realizagao de um teste final experimental. O objetivo final foi propor,
executar e avaliar um sistema operavel e eficiente de produgdo de goma xantana, no
qual a viscosidade do caldo de cultivo durante o processo nao atingisse niveis
inibitérios a propria produgéao.

Durante a condugio dos cultivos experimentais realizados, regides com alta
densidade de goma xantana se formaram, sendo possivel o reconhecimento de um
meio heterogéneo dentro do vaso do biorreator. E de facil identificacdo que ha a
separagao do caldo em duas fases com diferentes mobilidades, e através da Figura
13 é possivel notar a diferenga entre as regides 1 e 2. Durante o cultivo a regiao 2
apresentava uma mobilidade do caldo muito maior, enquanto a regido 1 com
baixissima mobilidade se expande constantemente até ocupar as paredes do vaso do
biorreator. Esse processo de acumulo se iniciou por volta de vinte e cinco horas de
cultivo. O liquido foi suficientemente viscoso para nao se misturar e se manter estatico
juntamente com as demais regides estaticas do biorreator, como as paredes e
chicanas. As fotos apresentadas na Figura 13 foram retiradas do cultivo realizado
utilizando biorreator de 6 L. A regido 3 na Figura 13, mostra 0 momento no qual a
regido mais densa tomou toda a parede do biorreator, e é possivel identificar as bolhas
de ar presas, indicando a falta de mobilidade do meio, reduzindo consideravelmente
as trocas de massa e transferéncia de oxigénio para o caldo. Essas bolhas quando se
soltam saem do reator carregando boa parte do oxigénio com elas, e muitas vezes o

sensor de O2dissolvido captura essas bolhas e realiza uma leitura imprecisa.

Apesar da grande quantidade de estudos publicados envolvendo a produgao

da goma xantana em reatores de tanque agitado, ndo foram encontrados muitos
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relatos sobre esse fendbmeno, mesmo nos estudos que tratam da importancia da
transferéncia de oxigénio nesse processo. Vignesh, Arumugam e Ponnusami (2015),
por sua vez, citou a possivel formacado dessas zonas se ndo houvesse uma boa
mistura do meio. Considerando que o objetivo principal em uma produgéo industrial &
sempre aumentar a produgéo por tempo, cultivos em batelada tendem a atingir cada
vez maiores concentragdes de produto, e para o caso da goma xantana, viscosidades
mais elevadas, ultrapassam a capacidade de mistura de impelidores convencionais,

como observado nos experimentos realizados.

Figura 13: Formacao de aglomerados de produto proximos as superficies estaticas como chicanas e
paredes do vaso do reator, impedindo uma transferéncia de massa eficiente. (1) Zona de alta
viscosidade e baixa turbuléncia; (2) Regido sem alteragdes no meio de cultivo com baixa viscosidade;
(3) Bolhas de ar presas ja em um estagio mais avangado de cultivo.

5.1. Cultivos em reator de 1L

Foram realizados cultivos com as linhagens recombinantes, XCC_deH e
XCC_PP, e com a linhagem parental, XCC. Os momentos de realizagdo dos
experimentos também foram distintos, alterando alguns parametros como tempo total
de batelada, a quantidade e intervalo entre pontos de amostragem, e lote de
reagentes. Porém, a alteragao das linhagens e algumas condigdes, nao se configura
um problema, uma vez que a reprodutibilidade nao é fator de interesse, ja que o
objetivo do modelo é ser capaz de se adaptar as oscilagdes de produg¢do, consumo e
crescimento que diferentes linhagens de Xanthomonas possam apresentar durante a

producdo da goma.
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Ao comparar as curvas de crescimento celular, fica claro algumas variagoes
nas taxas de formagao da biomassa (Figura 14), o que gera um desvio padrao entre
os valores maximos de células proximo a 1,3 g/L, e uma diferenga de mais de 3 g/L
entre as linhagens que mais e menos cresceram. Essa diferenciacdo, néo
coincidentemente, deve principalmente ao desvio das rotas metabdlicas sofrido pelas
linhagens modificadas, ocasionando um menor crescimento celular em comparagao
com a linhagem ndo modificada geneticamente. Entretanto, o principal fator é que o

comportamento das curvas se manteve similar.
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Figura 14: Curva de crescimento celular ao longo dos cultivos realizados nos biorreatores Minifors2.
A dupla de setas no grafico indica 0 momento da indug&o por L-arabinose. O primeiro numero a frente
do nome da linhagem é referente a réplica, e o segundo é referente ao volume nominal (Indicado
como sendo 1 L para facilitar apresentagdo dos dados, porém o volume real é de 900 mL)

Para o consumo de substrato e a formagao de produto (Figura 15), 0 mesmo
comportamento similar nas curvas de evolugcdo ocorreu. A taxa de assimilacdo de
substrato, assim como para a biomassa foi novamente proximo entre todas as
linhagens e cultivos, diferenciando um pouco apenas para a linhagem parental, XCC.
Ainda com relagao as curvas de consumo de substrato, é possivel notar um excedente
de substrato ao final do cultivo, interrompido pois a transferéncia de oxigénio se tornou
extremamente baixa ou nula e como podemos observar pela curva de goma xantana,
ndo estava mais havendo a formacdo de produto (onde ha margem para
aprimoramento), mostrando que o substrato ndo foi o fator limitante. Porém

significantes variacbes na producao final foram observadas, com destaque de
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producao para as linhagens expressando a proteina UDPG-deH, como ja havia sido

relatado por Oliveira et al. (2025).
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Figura 15: Curvas de produgédo de goma xantana e consumo de sacarose ao longo dos cultivos
realizados nos biorreatores Minifors2. O simbolo “(S)” indica que se trata da curva de consumo de
sacarose. A dupla de setas no grafico indica 0 momento da indugao por L-arabinose. O primeiro
numero a frente do nome da linhagem é referente a réplica, e o segundo é referente ao volume.

A Figura 16 traz o comportamento ao longo do tempo de cultivo dos principais
parametros de controle do biorreator em quatro cultivos, sendo que A e B receberam
a mesma linhagem entre eles, assim como C e D. Com excec¢ao do cultivo na Figura
16-D em que houve ruido demasiado nos controles, mas que no geral também
manteve o comportamento semelhante, a variagdo dos parametros dos demais
apresentaram o mesmo perfil. Os dados ruidosos demonstram a limitagao do sistema

de controle.
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Antes das primeiras 15 horas de cultivo, ndo se mostrou necessaria a

suplementagao da vazao de ar com O2 puro, pois somente a variagao da agitagao foi
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o suficiente para manter a porcentagem de oxigénio dissolvido (OD) na faixa desejada.
Apos aproximadamente 15 horas de cultivo as células comegcam a entrar na fase
estacionaria, a concentracdo de goma acumula de forma significativa, e nesse
momento o controle PID eleva a velocidade de agitagado para os limites superiores
indicando a necessidade de iniciar a entrada de oxigénio puro. Mas a partir desse
momento o controle passou a intercalar momentos estaveis e instaveis, deixando o
OD muito proximo de zero varias vezes. Esse efeito pode estar relacionado as leituras

nao precisas do sensor de O2 dissolvido, como discutido anteriormente.

5.2. Cultivos no reatorde 6 L

A Figura 17 apresenta os dados experimentais de biomassa (XCC_deH)
medidos em massa seca (g.L'), biomassa calculada a partir das medigbes de
densidade o6tica (DO) utilizando a curva de calibracdo de Oliveira, et al. (2025), e as
concentracbes de goma xantana e de sacarose. Para esse cultivo foi realizado
novamente o acompanhamento da biomassa pelo método de massa seca e pela DO,
medidas a 600 nm, e os dados demonstram que a curva de calibragdo obtida

anteriormente chegou a valores préximos ao obtido por massa seca.

A producdo da goma € caracterizada como sendo parcialmente associada ao
crescimento da massa celular, ja tendo sido reportado uma maior produgao durante a
fase estacionaria de crescimento (ALKHATEEB et al.,, 2018). Entretanto, no
experimento conduzido o efeito observado foi de um também estacionamento da
producdo ao se aproximar dessa fase, o que pode ser caracterizado como uma
possivel inibicdo da producéo pela presenga do proprio produto. Isso poderia ocorrer
por um impedimento da correta oxigenagéo do meio, devido a alta viscosidade, ou por
algum fator metabdlico das células que passou a direcionar o consumo do substrato
para outras vias. Substrato esse, que foi totalmente consumido ao longo de todo o
processo, se esgotando apenas nas ultimas horas, e coincidindo com o inicio do

comportamento estacionario de crescimento celular e formag¢ao de produto.



Pagina | 81

12,0 — 70
Indugao

10,0

8,0

6,0

4,0

2,0

Massa seca de células (g/L)

Goma Xantana / Sacarose (g/L)

0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (h)

—8—Biomassa calculada (g/L) —&— Biomassa (g/L)
—— Goma Xantana (g/L) —A— Sacarose (g/L)

Figura 17: Curvas de producdo de goma xantana, consumo de sacarose, crescimento celular medido
em massa seca (Biomassa), e estimado a partir das medidas de densidade o6tica (Biomassa
calculada). As setas apontam o momento de indugédo com L-arabinose.

Assim como ocorreu nos cultivos em biorreator de 1 L, os controles
permaneceram estaveis até certo momento, quando o controlador PID passa a n&o
conseguir mais encontrar o ponto de estabilidade. Para esse cultivo, foi aplicado o
sistema adaptado para medicéo de torque. As leituras de dados brutos para o torque
estdo na cor preta nas Figuras 18 — B e C. E possivel observar uma leitura muito
ruidosa pelo sistema (Figura 18-C), indicando que a poténcia necessaria para vencer
o0 atrito das pecas mecéanicas com o selo de vedagdo do reator impedem a
identificacdo limpa da diferenca de torque proporcionada pelo aumento na
concentragcdo de goma xantana. Ainda assim, as leituras de torque parecem ter
acompanhado o aumento exponencial da viscosidade até certo ponto quando o torque
cai, 0 que pode ser devido a separacao de fases onde parte da goma deixou de ser
agitada, com isso a viscosidade oscila em fungdo da formagao e crescimento dos
aglomerados de goma xantana que se acumulam ao redor das partes fixas da dorna.
Por essa razao, nao foi dado seguimento a essa estratégia de acompanhamento da
reologia por torque, levando a estratégia de predicdo da reologia através de

aprendizado por redes neurais artificiais.

A Figura 18-C apresenta a faixa da curva de viscosidade que foi possivel ser

aferida devido a limitacdo do reémetro utilizado, mas é possivel verificar o momento
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de aumento exponencial da curva, atingindo um pico préximo a 25 horas de cultivo. E
possivel observar que o momento no qual a viscosidade comega a atingir seu pico é
quando a produgédo de goma comega a diminuir e entdo cessa, e isso pode estar ligado
a diversos fatores, podendo ser um sistema autorregulador da célula como um
“‘quorum sensing”, evitando que a célula gaste energia produzindo o polissacarideo
que esta em sobra (HE e ZHANG, 2008; SAMAL e CHATTERJEE, 2021), ou devido
as limitagdes de oxigénio no meio, ja que € diretamente ligado a produ¢do da goma,
ressaltando novamente o acumulo de produto atras das chicanas e proximo as
paredes dos vasos, que comega a acontecer apos 20 horas de cultivo, esse acumulo
forma regides de elevada viscosidade e de baixa mobilidade e transferéncia de massa,
tendo como reflexo a mistura ruim e a baixa oxigenacgao, e até mesmo pode ter afetado
as coletas corretas das amostras para aferir a concentracéo do produto. Por fim o OD
mantido préximo dos 100 % da saturagao apds aproximadas 27 horas de cultivo esta
em desacordo com os valores lidos na saida de gases, e corrobora com o fato de que
0s sensores de oxigénio dissolvido tém dificuldade para fazer uma leitura eficiente em
um cultivo tdo viscoso e heterogéneo. Portanto, a mudanca de cultura em batelada
para continua é proposta aqui como uma estratégia alternativa para contornar esses
efeitos provocados pelo acumulo de produto no desempenho e monitoramento do

processo.
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Figura 18: Comportamento dos principais pardmetros ao longo do cultivo em batelada da linhagem
XCC_deH utilizando biorreator de 6 L.

5.3. Modelagem Cinética
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5.3.1. Paréametros Gerais: umasx, fatores de converséo, entre outros ...

Apesar de alguns parametros ndo serem utilizados nas equagdes do modelo
cinético, sdo parametros que valem a atengdo, por darem uma ideia geral,
fenomenoldgica e comparativa para o comportamento do cultivo de células e produgao
do produto. Se trata de parametros largamente utilizados e abordados na literatura,
pois mostram dados importantes para avaliacdo da eficiéncia e rendimento do
processo e estdo presentes nos principais modelos cinéticos desenvolvidos. A Tabela
3 sumariza os valores absolutos dos parametros mais comuns e faceis de se calcular,

e servem de base para comparagdes entre as linhagens e com a propria literatura.

Tabela 4: Alguns parametros obtidos a partir dos cultivos, incluindo os parametros cinéticos, umsx, que
€ a velocidade especifica maxima de crescimento celular, Yij, que é o fator de converséo de jemi, e
demais parametros como, P, representando a concentragdo maxima de produto, Pr a produtividade, S
a concentracgao inicial de substrato, e X a concentracao final de células. Erros determinados via
desvio padréo.

Parametros | XCC(1L) XCC deH (1L) XCC PP(11L) XCC deH (4 L)
Mmax [01] 0,33+0,05 0,32+0,02 0,3104+0,003 0,31+0,02
Yeis [gP/gS] 0,80+0,03 1,43+0,05 0,64+0,04 3,88+0,05
Yxp [gX/gP] 0,3710,01 0,1940,05 0,24+0,02 0,15+0,01
Yxs [gX/gS] 0,2940,01 0,25+0,07 0,16 0,035 0,36+0,04
P [g/L] 26,8+0,9 3814 30,2+0,95 60+2
Pr [g/L/h] 0,77%0,03 1,110,1 0,87+0,03 1,60+0,05
S [g/L] 35 35 35 35
X[g/L] 9,4+0,4 7+1 6,8+0,4 8,8+0,45

AFigura 19 mostra as curvas plotadas para o calculo da velocidade especifica
maxima de crescimento (Umax), onde os valores para o coeficiente de determinagéo
R? foram satisfatorios, e os valores de ambas as linhagens permaneceram na mesma
faixa. De acordo com a média de 0,35 h' levantada no trabalho de Oliveira, et al.

(2021), os valores estao préoximos do apresentado na literatura.
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Figura 19: Curvas de ajuste linear ao logaritmo natural do crescimento celular pelo tempo na fase
exponencial de crescimento, para obtengéo da velocidade maxima especifica de crescimento (Jmax)
para todos os cultivos realizados.

Os parametros de viscosidade aparente, encontrados com o auxilio de rebmetro
a partir de amostras coletadas do cultivo em batelada no reator de 6L, e que foram
utilizados para calcular a curva de evolugao ao longo do tempo para a viscosidade,
que sera mostrada na Figura 23-C mais a diante, passaram pelo ajuste ao modelo de
poténcias como mostra a Figura 20. Na figura € possivel verificar os valores dos
parametros reoldgicos de indice de consisténcia e taxa de cisalhamento, utilizados
para o calculo da viscosidade. O ajuste apresentou coeficiente de determinagdo R?

satisfatorio.
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Figura 20: Curvas de ajuste ao modelo de Poténcias dos dados obtidos ao longo de parte do cultivo
utilizando o redmetro Brookfield DV Il Ultra. As amostras foram obtidas do cultivo com a linhagem
XCC_deH no biorreator de 6 L.

5.3.2. Tratamento dos Dados

Os dados experimentais coletados apresentaram grande incidéncia de ruidos
devido as limitagdes fisicas do sistema de sensores frente as caracteristicas
reoldgicas apresentadas pelo caldo de cultivo quando na presenga de alta
concentragédo do produto. A Figura 21 apresenta uma mostra dos dados ruidosos e
como ficaram apds o tratamento desses ruidos. Tais interferéncias nas leituras

representam um problema que vai além da capacidade de monitoramento do
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processo. Elas apontam também problemas na correta mistura do caldo de cultura,
que a partir de certo ponto do cultivo passa a apresentar uma caracteristica
heterogénea, como foi mostrado anteriormente na Figura 16. A ma agitagdo do meio
ocasiona uma transferéncia de massa deficitaria em certas regides dentro do
biorreator, criando as chamadas zonas mortas, onde células serdo privadas de

nutrientes e oxigénio, limitando seu crescimento e producéo.
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Figura 21: Conjunto de dados brutos, contendo ruidos devido as limitagdes de leitura dos sensores, e
os mesmos dados poés “limpeza” utilizando os métodos estatisticos de interpolagdo como cubic spline
e média e mediana mével (threshould factor de 1 e Smoothing factor de 0,025).

O tratamento dos dados foi importante para o ajuste do modelo cinético livre de
interferéncias. A Figura 22 mostra os dados de X, S, P e O para todos os cultivos
realizados ap6s interpolacao dos dados amostrais de X, S e P, utilizando o método de
Cubic Spline, e da limpeza dos ruidos de O, utilizando os métodos de média e mediana
movel. A interpolacao linear foi entdo utilizada para a normalizacdo dos pontos

amostrais.
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Figura 22: Dados experimentais brutos (em azul) dos 7 cultivos realizados e dados apoés tratamento.
Padronizacdo dos pontos amostrais através de métodos estatisticos de interpolagao linear e cubic

spline, e métodos estatisticos para remocgao dos ruidos como média e mediana movel (threshould
factor de 1 e Smoothing factor de 0,025).

5.3.3. Ajuste do Modelo

Primeiramente, o treinamento da RNA para acompanhamento da reologia do
meio através da concentragcdo de produto apresentou, apds ajuste aos dados do

cultivo no biorreator de 6L (Figura 23-deH4L), erros quadraticos de apenas 0,18 e 0,09
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para os parametros k e n respectivamente. A Figura 23 mostra os resultados das
simulagdes feitas pela RNA para todos os cultivos, e a provavel viscosidade aparente
calculada a partir dos dados simulados. Para os cultivos da linhagem ‘deH’,
observamos um aumento exponencial da viscosidade ao longo do tempo, como
ocorreu nos dados utilizados para o treinamento. Porém o0 mesmo comportamento nao
foi observado para as demais linhagens, uma vez que a concentragao de produto foi
um pouco inferior. Para tentar explicar melhor esse comportamento, ha de se pontuar
novamente que nao ha uma correlacéo linear entre a concentragéo de produto e a
viscosidade do meio por se tratar de uma solugdo com comportamento nao-
newtoniano. Por esse motivo, efeitos como o observado experimentalmente podem
ocorrer. Uma curva exponencial de viscosidade se inicia quando a concentragdo de
goma ultrapassa o valor de 25 g/L. Esse comportamento foi observado, aprendido e
replicado pela RNA aos demais dados, seguindo um comportamento linear até que
esse montante de produto seja alcangado para entdo iniciar a curva exponencial de

aumento de viscosidade.
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Figura 23: Curvas do processo de ajuste da RNA. O grafico A mostra a interpolagao realizada nos
dados experimentais de k e n utilizados para treinar a RNA, juntamente com a curva simulada gerada.
O grafico B descreve as curvas simuladas para os cultivos restantes, e o C ilustra a viscosidade
calculada. O grafico D mostra os dados de produgéo utilizados como entrada para a RNA.

Por fim, o modelo cinético desenvolvido utilizando a RNA, foi capaz de se
ajustar aos dados experimentais tratados com o auxilio do método de otimizagéo
Simulated annealing, e conseguiu os representar com baixo erro avaliado por minimos
quadrados médios, e bons resultados de ANOVA (Tabela 5). Os valores de P na ultima
linha da tabela, referentes a analise de variancia (ANOVA), indicam que a hipétese
nula, ho, de que o grupo de valores simulados e o grupo de dados experimentais sao

diferentes, foi rejeitada com, em torno de, 90% de confianga para todos os ajustes.
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Para os objetivos desse trabalho e objetivos de controle de processo, essa
aproximacao é suficiente e adequada. As curvas ajustadas do modelo cinético estéao
apresentadas na Figura 24, as imagens estdo nomeadas de acordo com a linhagem
utilizada, numero da réplica e o volume do biorreator. Os valores encontrados para
cada parametro estdo apresentados na Tabela 5. Cada imagem apresenta as curvas

de formacgéao de biomassa e produto e consumo de substrato, com exceg¢éo da ultima,

que também traz o ajuste a curva de oxigénio para o reator de 4 L.

Tabela 5: ParAmetros cinéticos obtidos apos ajuste do modelo.

900 mL 4L Desvio
Parametros ™qoH1™  deH2 deH3  Xcc  PP1 PP2 deH4 Padrao
ke 0402 0,355 0537 0410 0332 0371 0,400 0,07
Yxn 5065 5006 5809 8334 4917 4917 7,800 1,34
ms 0,034 0,143 0081 0055 0,093 0075 0,123 0,04
Yxs 0,331 0257 0492 0412 0387 0398 0,651 0,08
ke 6,553 2,912 3569 5137 1,848 4941 6,640 1,70
Ks 2521 2,707 1,228 1,801 2,045 2374 1,931 0,54
b 0019 0017 0027 0034 0031 0032 0,014 0,01
f 1,820 1413 2358 2581 2326 2289 0,800 0,43
mo 3,8.10° 3,110° 33.10° 16.10° 23.10° 36.10° 4,010 9.107
Yxo 6541 6027 7455 7828 5012 4719 17613 1261
o 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
R 1,5.10% 1,3.105 1,4.10°% 3,6.10°® 1,5.10° 1,5.10° 2,0.10% 4106
Pualor - 0929 0856 0893 0,987 0903 0859 0,865 0,865
ANOVA
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Figura 24: Ajuste das curvas de dados experimentais ao modelo cinético desenvolvido para os

cultivos em batelada.
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5.4. Anadlise do Sistema Proposto

5.4.1. Simulagdo CSTR

As condig¢des encontradas para o ponto 6timo de condugéo do processo estao
listadas na Tabela 6. Para D = 0,0704 h' e P = 43,1512 g.L-', é atingida uma
produtividade de aproximadamente 3,04 g.L-'h-' dado o tempo de residéncia de 14 h,
contra uma produtividade de 2,5 g.L".h"" no cultivo em batelada convencional, um

aumento de aproximadamente 21,6%.

A conversao do modo de cultivo batelada para o cultivo CSTR apés o
acionamento das bombas, ocorre no momento que um dos parametros de produto ou
biomassa atingirem a faixa de operagao. Como é demonstrado na Figura 25, o produto
atinge o limite estipulado e entdo todos os outros se ajustam dentro das suas faixas
de operagao. Mas para isso, o fluxo F deve ser ajustado para atingir a correta taxa de
diluicdo calculada. Vale a pena ressaltar que ndo necessariamente o cultivo se
caracterizara como um cultivo continuo em estado estacionario, uma vez que as taxas
de acumulo de biomassa e de substrato ndo sao exatamente zero, mesmo que se
aproximem, ja que essa nao foi uma restricdo imposta ao sistema, visando a néo o

deixar excessivamente rigido.

Tabela 6: Solugdo 6tima (fmincon non-linear solver — MATLAB®):

D (h) X (g/L) Sfeed(g/L) S (g/L) P (g/L) 02 (mol/L) Yo2(%) N (s™)
0,0704 5,532 31,192 13,0552 43,1512 0,0016 45,394 13,015
10
P 160
——————— X
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5\ S 140 B!,

=t o

= o
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Figura 25: Simulac&o da operacéo no ponto étimo para o cultivo em CSTR.



Pagina |94

5.4.2. Resultados de Operabilidade

Por fim a analise de operabilidade nos trouxe a confirmagao necessaria sobre
a viabilidade do sistema. A intersec¢ao entre a regido desejada para os parametros na
saida, DOS, e a regido possivel de ser atingida pelo sistema, AOS, gerou a regido de
resultados desejados e possiveis, DOS*. E através da DOS*, foi possivel encontrar a
regiao factivel de operagao, DIS*, que por sua vez se posicionou em interse¢gdo com
a AlIS, mostrando que seria possivel operar o processo de forma a manter os
resultados dentro das faixas desejadas apds o periodo estipulado para a simulagao,
que neste caso foi de 60 horas. Embora se trate de um sistema de quatro dimensdes
(4x4), com quatro variaveis manipuladas (D, N, S*¢¢ YQ2) e quatro variaveis
controladas (X, S, P, O2), € possivel correlacionar as variaveis e encontrar conjuntos
operacionais de pontos que ficardo dentro da faixa de saida desejada. A Figura 26
ilustra graficamente em 3D as regides aqui mencionadas, onde mais a esquerda
temos as regides referentes as variaveis de entrada (manipuladas) e a direita as
regides referentes as variaveis de saida (controladas). Cada ilustragdo em trés
dimensdes correlaciona um conjunto diferente de variaveis, abrangendo todas as

combinagdes para que se chegue nas condi¢gdes 6timas de operagao.

Considerando a variagao do desvio padrao dos parametros apresentados na
Tabela 5, foi possivel calcular oito novas regides DIS* baseadas em algumas dessas
variagdes relacionadas as formacbes de biomassa, produto, e ao O2 dissolvido,
determinadas como possiveis perturbag¢des esperadas, EDS (Expected Disturbance
Set). A interseccdo destas regides fornece um DIS* robusto e viavel. E importante
observar que a intersecao entre todas as regides esta contida dentro da regidao AIS
(Figura 26 — DIS* - EDS). Uma consideracéo a ser feita € que seria ideal realizar
simulagdes de perturbacao para todos os 13 parametros em vez de apenas quatro,
no entanto, o numero de simulagdes cresceria exponencialmente com cada parametro
adicionado, gerando um alto custo computacional. Portanto, uma solugdo seria
estimar experimentalmente alguns deles, como os fatores de conversao Y. No entanto,
a selecdo para os quatro parametros seguiu um caminho logico, levando em
consideracgao sua influéncia no modelo, dada a alta probabilidade de sucesso do DIS*
obtido em manter o processo estavel, e ajuda a mostrar a capacidade e robustez do
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sistema CSTR diante de um alto numero de perturbag¢des aplicadas, uma situagéao

comum quando se trata de bioprocessos.
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Figura 26: Resultados da analise de operabilidade do sistema. Na coluna da esquerda, estédo
presentes as regides de entrada 3D do DIS* em intersegdo com o AlS. Na coluna do centro estao as
mesmas regides, porém apos terem sido simulados disturbios para o processo. E a direita, temos as

regides de saida 3D, mostrando a intersecdo entre DOS e AOS. Cada linha representa uma
combinagéo das variaveis manipuladas e controladas, integrando todas as possibilidades que cercam
as 4 dimensoes.
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5.4.3. Cultivo Continuo de Validagéo

Um cultivo continuo foi executado para validar as condigdes operacionais
otimizadas definidas computacionalmente. O experimento, Figura 27, obteve quase
70 horas de duragao, somando as duas fases de batelada (inicio e fim do experimento)
e a fase de cultivo continuo, rendendo um total de 20 litros de volume de caldo
produzidos com uma concentragdo média de aproximadamente 71 g.L-' de goma
xantana. Apesar de nao atingir um estado de quimiostato, levando em conta o tempo
de residéncia de aproximadamente 9 h, o resultado ao final foi de elevada
produtividade, em torno de 8 g.L".h-'. O volume removido de caldo de cultura, por
ainda conter fonte residual de carbono e nitrogénio, permitiu a continuidade da
produgao de goma por algum tempo até a morte de todas as células, o que contribuiu
ainda mais para o 6timo resultado de producdo. Durante o cultivo, dentro da dorna a
concentragéo de produto se manteve mais baixa, proxima de 50 g.L-'. O experimento
nao teve seu término ligado a incapacidade técnica para manutengdo do estado
continuo de produgao, mas sim devido ao tempo pré-estipulado para a avaliagdo do
processo, de acordo com o tempo de 60 horas simulado computacionalmente. Foi
possivel a condugao do cultivo por todo periodo do experimento sem perder o controle
da viscosidade, evitando a formacédo de zonas mortas dentro da dorna. Assim como,
também foi possivel manter a concentracao de células dentro de uma faixa pequena
de variagcdo, sem haver consumo total ou acumulo excessivo de substrato além da

faixa desejada.
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Figura 27: Curvas de evolugao de biomassa, produto e substrato durante cultivo continuo em CSTR,
tendo como balizador o fluxo aplicado ao longo do tempo.

Em comparagdo com os dados simulados houve algumas diferengas com
relagdo a velocidade de crescimento celular e na taxa de conversao Yxp durante o
periodo de batelada. Tais diferengas podem ser observadas na Tabela 7. Estas
mudangas no decorrer da execugao dos experimentos geraram a necessidade de
alguns ajustes na taxa de diluigdo durante o cultivo, alternando entre 0,117 h-' e a taxa
pré-definida de 0,0704 h-" por certo periodo, e finalizando a cultura com a nova taxa,
tendo ela sido a mais aplicada ao longo de todo o processo. Por fim, ndo houve a
necessidade de suplementacdo de oxigénio puro, diferentemente do apresentado
pelos dados simulados. A ndo utilizagdo de gases industriais representa uma grande
economia ao processo, sendo entdo um resultado importante e de grande impacto

positivo a avaliacdo do sistema como um todo.

Tabela 7: Dados coletados de pardmetros durante cultivo continuo experimental.
D (h) X (g/L) Sfeed(g/L) S (g/L) P (g/L) 02 (mol/L) yo2(%) N (s™)

0,117 ~4 31,192 ~11 ~50 0,0001 ~21 13,015
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6. CONCLUSOES

De forma geral, todos os objetivos propostos nesta tese foram atingidos. Um
novo modelo cinético que leva em conta o aumento da viscosidade em um biorreator
foi desenvolvido e testado. Este modelo hibrido inclui uma RNA para correlacionar a
concentracdo de goma xantana com sua viscosidade aparente ao longo do tempo,
superando correlagdes lineares simples e descrevendo a influéncia do acumulo de
produto na propria concentragédo de oxigénio dissolvido no meio. O modelo se ajustou
com precisao aos dados experimentais. A partir do mesmo, a produtividade do cultivo
continuo pdde ser prevista, in-silico, e otimizada, eliminando todos os custos
relacionados aos exaustivos e custosos testes experimentais. A otimizagdo usando
fmincon identificou um ponto 6timo de estado estacionario, e as analises de
operabilidade confirmaram um sistema robusto e operavel, mesmo com a presenca

de perturbagdes.

Este trabalho apresenta uma solucido viavel para modelar os efeitos da
variagdo da viscosidade no meio de cultura e suas consequéncias na solubilidade e
disponibilidade de oxigénio dissolvido no biorreator. Empregando uma abordagem
hibrida, as redes neurais artificiais foram capazes de complementar os valores dos
parametros fundamentais da modelagem fenomenoldgica, permitindo assim a
utilizagcado desta modelagem para fins de extrapolagéo e busca por condi¢des 6timas
para o processo. O modelo foi empregado com sucesso para mapear o crescimento
de trés cepas distintas de Xanthomonas em dois biorreatores diferentes operados nas

mesmas condi¢cdes de temperatura e pH.

Além da modelagem apresentada, este trabalho propée uma solugao viavel
para otimizar a produgao de goma xantana por meio de vias fermentativas com base
em ferramentas de analise de operabilidade. As condi¢cbes otimizadas in-silico e
validadas experimentalmente, exibiram um ganho de produtividade de mais de 200%
em comparagao ao processo padrao. Além de aumentar a produtividade, as condi¢coes
operacionais otimizadas mitigam os desafios operacionais intrinsecos ao processo
padrao, evitando o acumulo de produto e a aglomeragao inerente da goma xantana,

bem como a formacgao de fases heterogéneas dentro do biorreator.
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7. TRABALHOS FUTUROS

O processo, como resolvido na atual tese esta bem definido e poderia servir
como base para um escalonamento industrial. No entanto, novas investigagcoes
poderiam torna-lo ainda mais competitivo. Uma abordagem possivel seria a utilizagao
de um controlador de oxigénio dissolvido preditivo para o sistema. A aplicagdo de um
modelo preditivo de controle (MPC) se apresenta como uma possivel solugao
promissora para um controle avangcado em frente ao convencional PID, uma vez que
atua baseado em previsdes do modelo, tomando agdes antes dos eventos ocorrerem.
O MPC €& um controlador de alta-performance para lidar com bioprocessos de
dindmica nao-linear, uma vez que é capaz de lidar com problemas multivariaveis
(CAMPANI et al., 2019; DIAZ et al., 1995; SIMUTIS; LUBBERT, 2015). O controle
podera contar com um monitoramento em tempo real do cultivo utilizando os dados
coletados para aplicagéo de feedback atuando na minimizagdo continua de erros de
predicdo. A integracdo das plataformas de modelagem, simulacdo, aquisicdo e
controle, permite a inferéncia de dados e tomada de decisdes de forma integral,
independente do operador, com base nas informacdes em tempo real adquiridas

automaticamente.
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