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Resumo

A produgdo industrial de penicilinas semi-sintéticas ¢ conduzida sob condic¢des
extremas de temperatura, demanda solventes organoclorados em seu processo e gera uma
grande quantidade de residuos ndo reciclaveis. As crescentes preocupagdes governamentais
em relacdo ao meio ambiente e a criacdo de leis de protecdo ambiental nas ultimas décadas
vém colocando esses processos sobre criticas e incentivando a busca de rotas alternativas mais
“limpas”. A sintese enzimatica desses antibioticos, usando penicilina G acilase (PGA) como
biocatalisador, pode ser efetuada em condi¢des amenas de temperatura e pH e vem sendo
estudada como alternativa a rota atualmente empregada, mas o maior obsticulo para a
substituicdo da rota quimica pela enzimatica ainda ¢ o baixo rendimento desta ultima. O uso
de um reator enzimatico semi-continuo com um meio aquoso-precipitado ¢ uma abordagem
promissora em termos de eficiéncia. Contudo, ainda € necessario otimizar sua operagao para
que a rota enzimatica seja economicamente competitiva.

Esta tese enfoca varios aspectos da sintese enzimatica de ampicilina. Avangou-
se na compreensao do mecanismo de reacao, em pontos ainda nao consensuais na literatura —
em especial com respeito ao papel do nucleo beta-lactamico durante a etapa de formagao do
intermediario acil-enzima, com importantes conseqiiéncias para a operagao industrial do
reator.

A difusao nos poros do biocatalisador e sua influéncia sobre o perfil de pH
nesse micro-ambiente foram avaliadas por meio de simulagdes computacionais. Os resultados
indicam resisténcias difusivas apreciaveis no interior do biocatalisador, suficientes para gerar
perfis significativos de pH. A complexidade desse processo como um todo levou a que se

utilizassem modelos cinéticos mecanisticos simplificados ou empiricos.



Por meio de técnicas de otimizagcdo dinamica (controle o6timo), perfis de
alimentagdo de reagentes foram obtidos. Para isso, um modelo simplificado do reator
enzimatico semi-continuo integrado, com cristalizacdo dos produtos (desejado e indesejado),
foi utilizado. Respostas obtidas usando técnicas diferentes de otimizag¢ao dindmica resultaram,
qualitativamente, em uma mesma heuristica 6tima para a operagao do reator.

Com a utilizagdo de modelos simplificados, fun¢des de alimentacdo obtidas
teoricamente com algoritmos de controle 6timo em malha aberta poderdo desviar-se das
funcdes reais necessarias para manter os perfis de concentracdo no reator otimizado. Além
disso, perturbacdes nas variaveis de entrada poderdo levar o sistema a percorrer trajetorias
diferentes. Assim, o monitoramento da reagdo em tempo real ¢ imprescindivel em um reator
piloto ou industrial. Neste contexto, foi desenvolvido um procedimento de analise em fluxo
incorporando técnicas de multicalibracdo. O procedimento proposto apresentou bons
resultados na quantificacdo dos componentes de interesse, mostrando-se como método
adequado para o monitoramento em tempo real do reator, principalmente, quando feita a
reconciliacdo dos dados obtidos a partir dos balangos de massa.

Ensaios de sintese de ampicilina, utilizando biocatalisador imobilizado
(Recordatti, Italia) foram realizados com o objetivo de melhorar alguns modelos cinéticos
simplificados.

Os modelos re-estimados foram inseridos em algoritmos de otimizacao,
resultando em trajetérias que seguem a mesma heuristica obtida anteriormente. Entretanto,
duas corridas de validagdo da estratégia 6tima, realizadas em reator semi-continuo integrado,
evidenciaram um distanciamento entre o modelo utilizado e o processo real. Esses desvios
podem ser explicados pela extrapolagdo do modelo em termos da carga enzimatica utilizada

no reator.



Um modelo que leve em conta o efeito do pH sobre a cinética parece ser

importante para permitir o ajuste fino da seletividade e produtividade do reator industrial.



Abstract

Nowadays, industrial production of semi-synthetic penicillins requires low
temperatures, organochloride solvents and yields a great amount of non-recyclable wastes.
During the last decades, concerns about environmental impacts have increased, as well as the
environmental legislation restrictions. Thus, the pursuit of cleaner routes has been
encouraged. Enzymatic synthesis of these antibiotics, using penicillin G acylase (PGA) as
biocatalyst, may be carried out at mild temperatures and pH, and is an “environmental-
friendly” route, alternative to the chemical synthesis. However, the low yields of the
enzymatic process are still a drawback for their industrial implementation. An enzymatic
semi-batch reactor using aqueous-precipitated medium is a promising approach to improve
process efficiency. Yet, finding the optimal operation condition of the reactor is still a
challenge, in order to make the enzymatic route economically competitive.

This thesis addresses this issue, focusing on several aspects of the enzymatic
synthesis of ampicillin. The comprehension of the reaction mechanism, still not a consensus
in the literature, was improved — especially with respect to the role of the beta-lactam nucleus
during the formation of the acyl-enzyme intermediate, which has important consequences on
the reactor operation.

Diffusion in the biocatalyst pores and its influence on the pH profile within this
micro-environment were assessed through computer simulations. Results indicate
considerable diffusion resistances within the biocatalyst, yielding important pH profiles. The
process complexity leaded to the use of simplified mechanistic or empirical kinetic models.

Applying dynamic optimization (optimal control) techniques, feed profiles for

the reactants were obtained. A simplified model for the integrated semi-batch reactor for



enzymatic synthesis of ampicillin with product crystallization was used for this purpose.
Different techniques of dynamic optimization provided qualitatively the same optimum
heuristics for the process operation.

Since simplified models were used in optimal open-loop control algorithms,
theoretical feed policies may diverge from those that would be needed to maintain the track of
the concentration profiles of the optimized reactor. Moreover, disturbances in the input
variables might lead the system to a different course. Thus, on-line monitoring is essential in
pilot plants or industrial reactors. Multivariate calibration using UV spectra was the basis for
the development of a system of analysis via flow injection (FIA), with good results.

Ampicillin synthesis assays using an industrial biocatalyst (Recordatti, Italy)
were run in order to improve some simplified kinetic models.

The re-estimated models were inserted in optimization algorithms, providing
trajectories in accordance with the same heuristics previously obtained. Experimental results
obtained after two runs in the integrated semi-continuous reactor put into evidence a
mismatch between model responses and the real process. This difference may be explained by
the extrapolation of the kinetic model with respect to the enzymatic reactor load. On the other
side, using a biocatalyst wrapped with a secondary inert matrix might alter the micro-
environment of the enzyme, especially with respect to pH.

Using a model that takes into account the effect of pH on the kinetics seems to

be important to allow the fine-tuning of the industrial reactor selectivity and productivity
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1 Introducao

1.1 Antibidticos B-lactamicos

Antibioticos B-lactdmicos sdo uma classe de agentes bactericidas cujas
moléculas apresentam um nucleo basico comum, o nucleo B-lactamico (Figura 1), que ¢ o
responsavel pela acdo antimicrobiana. Nesta classe de antibidticos se encontram as

penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e os carbapenes.

thf ) ~ ,:‘/sj
]

Cadeia Latera

Figura 1 Estrutura molecular dos antibidticos B-lactdmicos exemplificada por dois antibidticos naturais (de
cima para baixo) penicilina G (ou benzilpenicilina) e cefalosporina C. Em destaque, o anel f-
lactdmico.

Os antibidticos B-lactdmicos sdo dos mais importantes clinicamente, além de
serem utilizados na medicina veterinaria. Seu volume comercializado, em meados da década
de 90, correspondia a 3/5 da producao mundial de antibidticos (Ghosh et al., 1996).

Embora véarios pesquisadores ja tivessem observado o efeito inibitorio que
certos bolores causavam no crescimento de bactérias, a descoberta da penicilina ¢ atribuida ao
escocés Alexander Fleming, em 1928. Fleming, em seu laboratério em Londres, conseguiu
identificar um fungo do género Penicillium capaz de inibir o crescimento do Staphylococcus
aureus. A substancia inibidora, deu o nome de “penicillin” (penicilina) e, embora tenha

demonstrado que a substancia podia curar infeccdo de olhos e ndo era toxica, Fleming a via
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principalmente como um anti-séptico natural. Foi em 1939 que Howard W. Florey e Ernst B.
Chain purificaram a penicilina e demonstraram indubitavelmente seu valor terapéutico
(Polderman-Tijmes, 2004).

As penicilinas s3o antibioticos caracterizados pela presenca de um anel
tiazolidina fundido ao anel B-lactdmico ao qual se liga a cadeia lateral. Alteragcdes quimicas ou

metabolicas nesses nicleos podem ocasionar na inativagao do antibiotico (Gongalves, 2001a).

Penicilina Naturais Penicilina Semi-sintéticas
R
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Figura 2 Familia das penicilinas. 6-APA: 4cido 6-amino penicilanico.

A penicilina G (benzilpenicilina) ¢ a Unica penicilina natural (i.e., produzida
por microorganismo) no mercado atualmente. Sua baixa atividade contra bactérias Gram-
negativas e sua instabilidade em meio acido, o que impossibilita sua administragdo oral, eram
obstaculos que foram superados pelo aparecimento dos antibidticos semi-sintéticos. A

penicilina G, contudo, ainda ¢ utilizada clinicamente quando se deseja um rapido efeito ou
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quando ha necessidade de altas concentragdes de antibiotico no plasma sangiiineo (Gongalves,
2001a).

A quebra da ligacdo amida da penicilina G pode ser realizada industrialmente
por catalise enzimatica e separa o nucleo da cadeia lateral (Figura 1). Partindo do nucleo,
acido 6-aminopenicilanico (6-APA), e condensando-o a diversas cadeias laterais diferentes ¢
possivel a sintese de penicilinas semi-sintéticas (Figura 2), ndo encontradas na natureza e com
diferentes caracteristicas das naturais, entre elas: maior espectro de agdo antimicrobiana;
maior facilidade de sua absorcdo pelo organismo; e resisténcia ao suco gastrico o que
possibilita sua ingestdo. A importancia dos antibidticos semi-sintéticos tem crescido desde
entdo. Passando de 4000 ton./ano em 1970 para 45000 ton./ano em 2000 (Bruggink ¢ Roy,
2001). Apenas a comercializacdo de amoxicilina como droga formulada movimentou US$
2200 milhodes, em 1994 (Diender et al., 1998).

A ampicilina ¢ um dos antibidticos mais amplamente utilizados com uma
produgdo anual de 5600 toneladas (dados de 1986). Ela tem a vantagem, em relacdo as
penicilinas naturais, de possuir uma alta solubilidade em agua, uma alta taxa de absor¢do
quando administrada oralmente e alta estabilidade em pH acido. Além disso, tem um amplo
espectro de  atividade  antimicrobiana,  principalmente = quando  administrada
concomitantemente com o acido clavulanico. Este inibe as B-lactamases produzidas como
mecanismo de defesa por microorganismos resistentes (Ospina et al., 1996a).

Os antibioticos B-lactamicos agem interferindo na sintese da parede celular da
bactéria. O antibidtico se liga irreversivelmente as enzimas (transpeptidases e
caboxipeptidases) responsaveis pela formagao das ligagdes cruzadas na cadeia peptidoglicana
(componente da parede celular bacteriana) inativando-as e fragilizando a parede celular da
bactéria. A célula, conseqiientemente, morre devido a alta pressdo osmotica interna

(Polderman-Tijmes, 2004, Lehninger, 1989).
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1.2 Sintese de antibidticos B-lactamicos semi-sintéticos

A producdo industrial de penicilinas e cefalosporinas semi-sintéticas comegou
durante as décadas de 1960 e 1970 (Beecham patenteou a ampicilina em 1961 e a amoxicilina
em 1972; Lilly, a cefalexina em 1970; BMS, cefadroxil em 1977). Esses processos quimicos
convencionais demandam baixas temperaturas (-30°C), solventes organoclorados,
protegcao/desprote¢do de grupos laterais, e geram uma grande quantidade de residuos ndo
reciclaveis (Ospina et al., 1996a). As crescentes preocupacdes governamentais em relagcdo ao
meio ambiente e a criacdo de leis de prote¢do ambiental nas ultimas décadas vém colocando
esses processos sobre criticas e incentivando a busca de rotas alternativas mais “limpas”. De
fato, esse fator tem levado a gradativa transferéncia dessas plantas para paises como China e
india, que ainda tém regulacio ambiental menos restritiva.

Cole, 1969, concebeu a troca da sintese quimica pela sintese enzimatica,
trabalhando em meio aquoso preferencialmente e em condicdes fisiologicas. Desde entdo, o
interesse pela sintese enzimatica tem aumentado e a rota enzimatica tem sido vista como uma
alternativa “ambientalmente-amigével”. Contudo, a ineficiéncia do processo enzimatico em
relagdo ao processo quimico atual se torna o principal obstaculo na implementacao industrial
dessa rota. De fato, até onde se sabe, ha apenas uma planta utilizando-se de rota enzimatica
para a producdo de cefalosporina semi-sintética atualmente (Wegman et al., 2001).

Antibiodticos semi-sintéticos resultam da condensagdo de uma cadeia lateral
modificada (o doador acil) ao nicleo B-lactamico. A producao industrial desses ntcleos se da
via hidrodlise enzimatica de penicilinas ou cefalosporinas naturais. No caso da penicilina, a
penicilina G ¢ geralmente empregada, provendo o acido 6-aminopenicilanico (6-APA). Como
catalisador, a penicilina G acilase (PGA) (EC 3.5.1.11) imobilizada em suportes insoliveis ¢

normalmente utilizada.
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1.2.1 Sintese enzimatica termodinamicamente controlada
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Figura3 Esquema da sintese termodinamicamente controlada de ampicilina a partir da D-(-)-fenilglicina (FG) e
do acido 6-aminopenicilanico (6-APA). Segundo a literatura, o grupo amino do 6-APA ¢ o grupo
carboxilico da FG devem estar neutros para que ocorra a sintese (Diender ef al., 1998, Ospina ef al.,
1996a, Margolin et al., 1980).

Duas abordagens enzimaticas vém sendo estudadas para a sintese de
antibioticos B-lactdmicos. A primeira e a mais simples, ¢ a condensacdo direta do ntcleo do
antibiotico (6-APA no caso das penicilinas) com o doador acil (Figura 3), por exemplo: D-(-)-
fenilglicina (FG) e D-(-)-p-hidroxi-fenilglicina (pOH-FG), para ampicilina e amoxicilina
respectivamente. Esta estratégia ¢ chamada de sintese termodinamicamente controlada (STC),
pois o rendimento depende do equilibrio termodinamico entre reagentes e produto. Na STC o
grupo amino do ntcleo e o grupo carboxilico do doador acil devem estar descarregados
(Diender et al., 1998, Ospina et al., 1996a, Margolin ef al., 1980), i.e., no caso da ampicilina o
grupo amino do 6-APA deve estar na forma neutra e a fenilglicina, por sua vez, deve
apresentar o grupo carboxilico neutro (vide Figura 3). Esta configuragdo ndo ocorre na faixa
operacional da enzima (pH 6-8). Nesta faixa, a fenilglicina (pKa; = 2,2, vide Tabela 1) estara
com menos de 0,2% do grupo carboxilico protonado. A baixa solubilidade do doador acil

(FG, por exemplo) ¢ outro fator que limita o deslocamento do equilibrio em dire¢do a sintese
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(Ospina et al., 1996a). Por outro lado, co-solventes podem ser utilizados para diminuir a
atividade da dgua e aumentar o pKa; aparente do doador acil (Fernandez-Lafuente et al.,
1991). Contudo, a utilizagdo de um co-solvente pode reduzir a estabilidade da enzima

tornando-se num outro obstaculo da sintese termodinamicamente controlada.

1.2.2 Sintese enzimatica cineticamente controlada
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Figura4 Sintese cineticamente controlada de ampicilina. EMFG, éster metilico de D-(-)-fenilglicina; 6-APA,
acido 6-amino penicilanico; FG, D-(-)-fenilglicina; PGA, penicilina G acilase.

A sintese enzimatica cineticamente controlada (SCC) de antibidticos semi-
sintéticos ¢ a mais popular na literatura cientifica e a mais factivel para a produgdo de
penicilinas semi-sintéticas. Esta estratégia requer o uso de um derivado ativado do doador
acil, como um éster ou amida (Fernandez-Lafuente ef al., 1996). Desta forma, contorna-se a
necessidade do grupo carboxilico neutro. O rendimento ¢ dado pelo balango de trés diferentes
reacdes, todas catalisadas pela mesma enzima (Figura 4): a sintese do antibidtico (atividade
transferase ou de sintese), a hidrélise do derivado do doador acil (atividade hidrolase —
esterase ou amidase), ¢ a hidrélise do antibidtico que ¢ previamente sintetizado (atividade
amidase).

Na rota cineticamente controlada o antibidtico formado, sendo produto
intermediario, ¢ quase completamente hidrolisado pela PGA sob condigdes de equilibrio

termodinamico. No entanto, ao cessar a reagdo antes que a velocidade de hidrolise do
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antibidtico recém formado seja maior que a velocidade de sintese, a concentragdo do
antibidtico pode ser maior que o determinado pelo equilibrio termodindmico, conseguindo-se,
assim, um maximo transiente. Isto torna a sintese cineticamente controlada a mais promissora
das rotas enzimaticas para a producdo de penicilinas semi-sintéticas.

Em contraste com a estratégia termodinamicamente controlada, na SCC,
qualquer modificagdo no derivado da enzima, na fonte da enzima (inimeros microrganismos a
expressam), no tipo de imobiliza¢do ou nas condi¢des de reacdo pode acarretar uma variagao
nas velocidades de reacdo e, por conseguinte, uma alteragdo do rendimento maximo
(Fernandez-Lafuente ef al., 1996).

Portanto, uma analise cuidadosa das propriedades da enzima, do substrato
ativado e do sistema (pH, temperatura, forga ionica, presencga de solventes organicos) deve ser

realizada para a compreensao e utilizagao dessa rota de sintese.

1.3 Biocatalisador

1.3.1 Penicilina G acilase

Penicilina G acilase (PGA) ¢ uma importante enzima na industria farmacéutica,
sendo o segundo biocatalisador mais utilizado mundialmente na forma imobilizada. Estima-se
que entre 10 a 30 toneladas de PGA imobilizada sdo usadas em todo o mundo em diferentes
preparacdes biocataliticas (Ospina et al., 1996b). A PGA tem sido utilizada ha 20 anos na
produgdo de acido 6-aminopenicilanico (6-APA), principal insumo da sintese das penicilinas
semi-sintéticas (Calleri et al., 2004). A Penicilina G acilase ¢ também conhecida como
penicilina amidase, penicilina amidohidrolase e penicilina aciltransferase.

Embora varios microorganismos sintetizem a PGA (bactérias, fungos e

leveduras) com diferentes especificidades pelos substratos, a mais amplamente utilizada e
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estudada ¢ a PGA de Escherichia coli ATCC 11105 (EC 3.5.1.11). A enzima catalisa a
hidrolise da ligagdo amida linear nas moléculas de penicilina G, produzindo o nucleo f-
lactamico, 6-APA, e o acido fenilacético (AFA). Seu papel in vivo ainda nao foi totalmente
elucidado embora se sugira que a PGA esteja envolvida na degradacdo de compostos
fenilacetilados para a geracdo de acido fenilacético, o qual pode ser usado como fonte de
carbono (Done et al., 1998).
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Figura5 Ag8o catalitica da penicilina acilase (hidrdlise de penicilina G) segundo Duggleby et al., 1995: o
mecanismo mostra o papel da molécula ponte (dgua) que atuaria como uma base virtual, e do grupo a-
amino que aumentaria a nucleofilicidade da Serina B1. A desacilacdo do complexo acil-enzima ocorre
por ataque nucleofilico de uma molécula de agua (passo 4 do mecanismo). Ligacdes em negrito
indicam a cadeia principal da enzima.

A estrutura da PGA de Escherichia coli ATCC 11105 consiste em um
heterodimero, com a subunidade menor (designada o) com 209 aminoacidos ¢ 20kDa, ¢ a
maior (designada ) com 557 aminoacidos e 70kDa (Bock et al., 1983, Bruns et al., 1985). As
duas subunidades estdo estreitamente ligadas embora ndao haja uma ligagdo covalente entre

elas. O sitio ativo, rodeado por residuos de ambas as subunidades, permanece no fundo de
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uma depressao conica. A subunidade a € provavelmente a responsavel pelo reconhecimento
do substrato especifico para a enzima, ou seja, reconhece a cadeia lateral do substrato. A
subunidade [ ¢ a responsavel pela atividade catalitica (Bock ef al., 1983).

O mecanismo de atuacdo da PGA ¢ complexo. Duggleby et al., 1995, propdoem
um mecanismo para a hidrolise da penicilina G apresentada na Figura 5. A enzima promove
um ataque nucleofilico ao carbono carbonil de ligagdes amida ou éster. Nesse aspecto, ¢é
similar as serinas proteases. No entanto, ao invés de uma triade catalitica, caracteristicas
dessas proteases, a PGA tem apenas um aminodcido como centro catalitico: o residuo da
Serina B1, com a nucleofilicidade de seu Oy intensificada pelo grupo a-amino da serina
terminal (Duggleby et al., 1995). Desta forma, a enzima, pode ser classificada como uma
hidrolase N-terminal (Done ef al., 1998).

Embora a PGA seja usada como hidrolase na producdao de 6-APA e AFA a
partir da penicilina G (pH 6timo ~ 8), ao manter o pH em valores baixos, ela também catalisa
a reacdo inversa (PGA tem atividade entre os pHs 6,0 ¢ 8,5). Além disso, a PGA pode
também se ligar a outras penicilinas como a ampicilina e amoxicilina produzindo D-(-)-
fenilglicina (FG) e D-(-)-p-hidroxi-fenilglicina (pOH-FG)' respectivamente, ¢ o 6-APA.
Contudo, como o pKa do grupo carboxilico da FG (e da pOH-FG) ¢ consideravelmente mais
baixo que o pKa do AFA (vide Tabela 1), a reagdo inversa, no caso das penicilinas semi-

sintéticas ¢ reduzida substancialmente (Secao 1.2.1).

1.3.2 Enzima imobilizada

A utilizagdo de enzimas como catalisadores em sinteses quimicas, esta bem

estabelecida e reagdes enzimaticas sao usadas na produgdo de produtos agroquimicos, de

" A forma isomérica da cadeia lateral ¢ importante para a atividade do antibidtico, contudo sua especificagdo sera
omitida nas segdes seguintes. Portanto, a D-(-)-fenilglicina (0 mesmo que R-(-)-fenilglicina) sera referenciada
apenas por fenilglicina ou FG. E a D-(-)-p-hidroxi- fenilglicina (o mesmo que R-(-)-p-hidroxi-fenilglicina) sera
referenciada por p-hidroxi- fenilglicina ou pOH-FG.
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quimica fina e farmacéuticos. O uso da catdlise enzimatica em processos quimicos pode ser
vantajoso em certos processos por contornar a necessidade de solventes ou precursores
ambientalmente nocivos e assim reduzir os custos de recuperacao de solventes e de tratamento
de residuos. Além disso, as reacdes podem ser feitas em condigdes amenas, o que reduz a
geracdo de produtos laterais, levando a um aumento no rendimento. No entanto, a aplicacao
de enzimas livres em processos biocataliticos apresenta desvantagens importantes.

A solubilidade da enzima ao meio reacional dificulta sua separagdo dos
produtos e, portanto, sua reutilizagdo. Devido ao alto custo da enzima purificada, o descarte
da enzima tornaria o processo extremamente oneroso. Outro fator importante ¢ a baixa
estabilidade da enzima em condigdes de reagdo. As enzimas sdo proteinas e sua atividade
catalitica depende da integridade de sua estrutura protéica. Enzimas livres t€ém em geral
estabilidade em regides restritas de pH, temperatura, forca idonica e concentragdes de co-
solventes, o que pode restringir sua aplicagao industrial.

As desvantagens acima tém sido contornadas pela imobilizagdo de enzimas. A
principal vantagem das técnicas de imobilizagdo de enzimas ¢ que elas permitem que a reacao
ocorra em catalise heterogénea, o que facilita a separacdo do biocatalisador (Calleri et al.,
2004). A imobiliza¢dao da enzima contribui também para sua estabilizagdo em meios aquoso-
solvente (Fernandez-Lafuente et al., 1991), aumentando também seu intervalo de estabilidade
em relacdo a temperatura e ao pH (Kazan et al., 1996).

A inativagdo de uma enzima geralmente comeg¢a com uma mudanga
conformacional que finalmente promove sua inativagdo irreversivel. Por isso, a maioria das
estratégias de estabilizagdo de proteinas estd focada na prevengdo de sua primeira distor¢ao
tridimensional (Lopez-Gallego et al., 2005). Vérias técnicas de imobilizagdo, convencionais e
ndo-convencionais, sao encontradas na literatura para a imobilizagdo de penicilina G acilase

(Lopez-Gallego et al., 2005, Cao et al., 2001, Giordano et al., 2006). Biocatalisadores de
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PGA imobilizada estdo disponiveis comercialmente por diversas empresas (Ospina et al.,
1992).

Virias abordagens utilizando biocatalisadores comerciais, que objetivam
facilitar a separacao do catalisador dos cristais em um reator integrado, tém sido sugeridas em
patentes. Giordano et al., 2003, propoe a utilizacdo de uma segunda matriz (de gel de pectina
ou alginato) para proteger a integridade fisica do biocatalisador e aumentar o tamanho das

particulas, facilitando a separagao dos cristais do biocatalisador.

1.4 Fatores importantes na sintese enzimatica

Embora duas rotas de sintese enzimadtica existam para os antibidticos [-
lactamicos semi-sintéticos, para as penicilinas semi-sintéticas apenas a sintese cineticamente
controlada (SCC) parece ser possivel, principalmente quando se leva em conta o
escalonamento para a produgdo em escala industrial. Os principais fatores que afetam a SCC

sdo comentados nas subsecdes seguintes.

1.4.1 Efeito do pH

O pH ¢ um dos fatores que maior influéncia tem sobre a sintese de penicilinas
semi-sintéticas. Sua influéncia tem sido estudada por varios autores (Spiess et al., 1999,
Gongalves, 2001a, Diender et al., 2000, Diender ef al., 1998, Ospina et al., 1996a, Schroen et
al., 1999, Hou e Poole, 1969). O pH do meio pode alterar a dissociacdo dos reagentes e
produtos e sua solubilidade. Exerce efeito ainda, sobre o estado de ionizagdo do sitio ativo da
enzima, o que afeta sua atividade catalitica.

Os reagentes e produtos na SCC de penicilinas semi-sintéticas sdo eletrdlitos

fracos. Ampicilina, amoxicilina, 6-APA, FG e pOH-FG apresentam grupos amino e
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carboxilico. Estes compostos se apresentam em solucdo aquosa essencialmente como
zwiterions (ions dipolares) quando em pH igual a seu ponto isoelétrico (pI) (Hou e Poole,
1969). Dependendo do pH no meio reacional, estes compostos podem se apresentar tanto na
forma zwiterionica quanto nas formas anidnica e catidonica. A formacao de diferentes espécies
ionicas dos aminoacidos estd esquematizada a seguir:

NH; ~R-COOH «» NH! —R-COO” +H*  Ka,

(1)
NH; ~=R-COO~ <> NH, -R-COO™ +H*  Ka,

Ka; e Ka, sdo as constantes de equilibrio (ou constantes de dissociagdo)
definidas como:

., _ aln;RCOO") alt”)
“ = 4(NH; RCOOH)

., _ alNH,RCOO™) alH")
=T AN RCOOT)

2)

onde a denota a atividade do composto entre paréntesis.

Valores das constantes de dissociagdo foram obtidos experimentalmente por
varios autores tanto em solucdo aquosa, quanto como constantes aparentes em mistura de
agua com um co-solvente organico (metanol, butanodiol, glicerol) (Diender ef al., 1998). As

Tabelas 1 e 2 apresentam alguns valores de pKa encontrados na literatura.

Tabela 1 Constantes de dissociacdo em agua pura a 25°C

6-APA EMFG | AFA FG pOH-FG Amoxicilina
pKal | pKa2 pKa pKa pKal pKa? pKal pKa?2 pKal pKa?
T2,50 4,90 - 4,30 - - 2,20 9,20 2,90 7,40
2,60 | 540 - - - - 1,96 9,02 2,63 7,16

- 4,6 7,0 4,30 2,20 9,30 - - - -
" Diender et al., 1998; **Rudolph etal., 1999; “*Fernandez-Lafuente et al., 1996.

Quanto a solubilidade de produtos e substratos, sua dependéncia do pH se deve

a alta estabilidade dos componentes quanto estdo na forma zwiterionica (Hou e Poole, 1969)
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conferindo-lhes menor solubilidade quando o valor do pH for préximo do ponto isoelétrico do

componente.

Tabela2 Constante de dissociag@o da ampicilina em agua, Hou e Poole, 1969.

T (C) pKal pKa?
5 2,62 -
10 - 7,67
15 2,63 -
20 - 7,39
25 2,66 7,24
30 2,67 -
35 2,68 6,96
45 2,73 6,72

A dissociagdo dos componentes ¢ muito importante em sintese enzimatica.
Para que ocorra o ataque nucleofilico do 6-APA ao complexo acil-enzima, seu grupo amino
deve estar desprotonado (Margolin et al., 1980), i.e., o nicleo deve estar como espécie
anionica.

O pH afeta também a atividade catalitica da enzima. De acordo com o
mecanismo proposto por Duggleby et al., 1995, o grupo amino da serina N-terminal tem papel
na atividade catalitica da enzima (Figura 5). Este grupo, com pKa entre 6,8 ¢ 7,9, necessita
estar desprotonado para que possa se ligar a molécula de agua adjacente, por meio de ligagao
de hidrogénio (ponte de hidrogénio). Esta hipdtese é consistente considerando que o pH 6timo
para a hidrolise da penicilina G ¢ 8,2 (Duggleby et al., 1995).

Os graficos da Figura 6, obtidos por Ospina et al, 1996a, sumarizam as
principais influéncias do pH na SCC de penicilinas semi-sintéticas: atividade enzimatica e
seletividade da enzima na formacdo do antibidtico (razio entre as velocidades de sintese do
antibidtico e hidrodlise do derivado do doador acil, S/H). A Figura 6B mostra que ambas as

velocidades iniciais, de sintese de ampicilina e hidrélise de EMFG, decrescem com pH,
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refletindo claramente a queda da atividade enzimatica em valores baixos de pH. Entretanto, a
velocidade de hidrolise decresce mais que a de sintese, elevando a seletividade da enzima,
como pode ser verificado na Figura 6A. Estes fatores indicam, para SCC de ampicilina, uma
regido Otima de pH, entre 6 e 7, onde hda um compromisso entre a atividade enzimatica
(relacionada diretamente a produtividade do antibidtico) e a seletividade (relacionada a perda

de substrato em uma reagao paralela).
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0.5 {050 <
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Figura 6 Efeito do pH na seletividade, A, e nas velocidades iniciais de sintese de ampicilina (Ampicillin
synthesis) e hidrélise de éster metilico de D-(-)-fenilglicina (PGME hydrolysis), B. Condigoes:
concentragdes de enzima, de 6-APA e de EMFG, 3 Ul/ml, 50 mM e 150 mM, respectivamente; 25°C
[Graficos retirados de Ospina et al., 1996a].

1.4.2 Efeito da Temperatura

As velocidades de reagao, tanto de sintese como de hidrolise, aumentam com a
temperatura. No entanto, a razdo entre as velocidades ndo permanece constante com a
variacdo da temperatura. Por isso, no caso da SCC de penicilinas semi-sintéticas, o efeito da
temperatura ¢ de dificil predicdo. A temperatura tem efeito também sobre as constantes de
dissociacao (pKa) dos componentes, assim como sobre sua estabilidade e solubilidade.

Outro fator importante ¢ a desnatura¢do da enzima. Enzimas s3o moléculas
protéicas complexas e sua atividade catalitica se deve a uma estrutura terciaria altamente

ordenada e exata que justapde grupos de residuos de aminodcidos especificos. A estrutura
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terciaria de uma enzima se conserva por um grande nuimero de ligagdes fracas, nao
covalentes. Em outras palavras, uma molécula de enzima é uma estrutura fragil. O aumento de
temperatura pode levar a quebra dessas ligagcdes desnaturando a enzima.

Outros fatores que contribuem para sua estabilizacdo com a temperatura sio:
pH; forga i6nica; presenca ou ndo de ligantes (a ligacao de substratos a enzima pode aumentar
sua estabilidade).

Segundo a literatura, a atividade da PGA tende a aumentar com a temperatura.
Travascio ef al., 2002, estudando o efeito da temperatura (de 15 a 70°C) na sintese enzimatica
de cefalexina observaram uma atividade maxima da PGA a 50°C. No entanto, o aumento da
temperatura diminui a estabilidade enzimatica e a seletividade. Gongalves et al, 1998,
estudaram as velocidades de éster metilico de D-(-)-p-hidroxi-fenilglicina (EMHFG) e de
amoxicilina para duas temperaturas (4°C e 25°C). As velocidades de ambas as reagdes
decresceram com a reducdo da temperatura. Embora a seletividade a baixa temperatura tenha
aumentado, a produtividade e rendimento do éster sofreram um grande decréscimo a 4°C.
Ferreira et al., 2004b, obtiverem resultados semelhantes para a ampicilina. Estudando em um
intervalo de temperatura de 20 a 40°C, Kasche, 1986, observou que o rendimento de 6-APA

decai com a temperatura na sintese de ampicilina utilizando PGA de E. coli.

1.4.3 Efeito da forga ionica

Em reacgdes entre ions com cargas diferentes ¢ esperado que as constantes
aparentes de dissociagdo crescam e as velocidades de reacdo decrescam com o aumento da
forga i06nica, devido a maior estabilidade dos ions. Resultados presentes na literatura vém
mostrando o efeito da forca i6nica na sintese de penicilinas semi-sintéticas.

Na SCC de penicilinas semi-sintéticas, um dos efeitos indesejaveis com o
aumento da forga ionica ¢ a neutraliza¢ao dos (provaveis) ions responsaveis pela ligagao do 6-

APA ao sitio ativo da enzima. A Figura 7 mostra uma possivel interagdo (a partir de duas
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moléculas de agua) entre o nucleo B-lactamico e o residuo Arg o145 ao final da a-hélice da
enzima. Embora este esquema tenha sido sugerido a partir de dados cristalograficos da
hidrolise da penicilina G (Alkema et al., 2000), ¢ provavel que, na sintese de penicilinas semi-
sintéticas, a ligagdo entre o grupo carboxilico do 6-APA a enzima e a formagao do complexo

enzima-nucleo se realize da mesma forma.
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Figura7 Esquema do passo intermediario da hidrdlise da Penicilina G. A figura mostra a interagdo da Arg a145
com o grupo carboxilico do anel tiazolidina segundo sugerido por Alkema et al., 2000. Ligagcdes em
negrito indicam a cadeia principal da enzima.

Kim e Lee, 1996, observaram que a velocidade de sintese de ampicilina usando
penicilina acilase de E. coli sofre influéncia direta da forga ionica da solu¢do: o aumento da
forca i6nica provoca uma diminuicdo da velocidade de reagdo. Este resultado indica que
existe uma interacao eletrostatica especifica entre o sitio ativo da enzima e compostos i0nicos.

Portanto, o uso de ions que ndo estdo diretamente relacionados a sintese deve
ser minimizado quando reagdes entre ions de cargas opostas estdo envolvidas (Kasche, 1986,
Kasche et al, 1984). No entanto, o controle de pH em reator, em escala industrial, ¢

geralmente feito pela adicdo de hidroxido de sodio (NaOH) — ou outra base inorgéanica forte —
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em combinagcdo com um tampao, normalmente fosfato de potédssio. Isto pode levar ao
aumento da forca ionica do meio reacional podendo inibir a sintese e encarecer 0s processos

de purificacdo subseqiientes.

1.4.4 Efeito do uso de co-solventes

Embora seja imprescindivel a utilizagdo de co-solventes para diminuir a
atividade da agua e deslocar o equilibrio para a formag¢ao do antibidtico na sintese
termodinamicamente controlada, na SCC de penicilinas semi-sintéticas a utilizacdo de co-
solventes ndo ¢ estritamente necessaria. Varios autores estudaram a influéncia do metanol na
SCC (Ospina et al., 1996b, Kim e Lee, 1996, Gongalves et al., 2003, Fernandez-Lafuente et
al., 1998, Kasche, 1985). Resultados mostram que um maximo na seletividade pode ser
alcan¢ado quando utilizado 40% de metanol em volume (Ospina et al., 1996b, Kim e Lee,
1996, Kasche, 1985). Argumenta-se que a razdo para esse aumento na seletividade seja o
aumento da reacao inversa da Hidrolise 1 da Figura 4, devido a alta concentragdo de metanol.
Contudo, embora o metanol parega ser um inibidor ndo competitivo na hidrolise do éster, a
sintese do EMFG (ou EMHFG) nao tem sido possivel a partir de FG (ou pOH-FG) e metanol
(Ospina et al., 1996b, Gongalves et al, 2003). Um fato interessante foi observado por
Fernandez-Lafuente ef al., 1998, ao estudar a influéncia cruzada do pH e concentracdo de
metanol na seletividade. Fernandez-Lafuente ef al. observaram que a influéncia da
concentracdo do metanol na seletividade ¢ aditiva ao do pH. Isto €, a curva da razdo entre as
velocidades iniciais de sintese e hidrdlise (S/H) em fun¢ao do pH ¢ simplesmente transladada
para cima com a adicdo do metanol. Os autores propdem que enquanto o pH controla a
adsor¢ao do nucleofilo (6-APA), o metanol aumenta a razao entre a sintese e hidrolise. Apesar
do aumento na seletividade, o aumento na concentragdo do metanol reduz a atividade

enzimatica (Ospina et al., 1996b, Gongalves et al., 2003, Kim e Lee, 1996). Esta queda na
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atividade pode estar relacionada a mudancas conformacionais da enzima pela queda da

constante dielétrica do meio.

1.50timizacao do processo de sintese de penicilinas semi-sintéticas

A otimizagdo do processo de sintese enzimatica de penicilinas semi-sintéticas é
necessaria para viabilizar a implementacao desta rota em escala industrial. No caso da sintese
cineticamente controlada, SCC, recai-se em problema de otimizacao de reagdes série-paralelo,
onde o ponto de maxima seletividade em antibidtico deve ser buscado para operagdo do
reator, mas levando-se em conta também, produtividade, rendimento do derivado do doador
acil (por exemplo, EMFG, no caso da ampicilina) e conversdao de 6-APA. Além disso, a SCC
envolve um complexo entrecruzamento de varios fendmenos, o que torna sua otimizacao
complexa e laboriosa. Todos os fatores que afetam a sintese enzimatica de penicilinas semi-
sintéticas interferem nas variaveis representativas do processo como um todo (Tabela 3):

conversao de 6-APA, produtividade de antibidtico, seletividade e rendimento de éster.

Tabela 3 Indices de desempenho da SCC de penicilinas semi-sintéticas (exemplificado para ampicilina) em
fun¢do do tempo de reagéo.

Conversdo de 6-APA C. (1)
(6-APA consumido / 6-APA adicionado ao reator) X ps ()= e
C6—APA (t) + Camp (t)
Produtividade (t)
(concentragdo de antibidtico / tempo de reagio) P(t)=—"
t
Seletividade C. (1)
(concentragdo de antibidtico / concentragdo doador S(t)=—""—
acil hidrolisado) CFG (f )
Rendimento do derivado do doador acil )
(concentracdo de antibidtico / concentracdo de éster X pure (1) = P
ou amida adicionada) CEMFG )+ CFG )+ Camp ()
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Entre as véarias abordagens que vém sendo propostas para otimizar, a sintese
enzimatica de antibioticos semi-sintéticos, a utilizacdo de enzimas imobilizadas em um reator
semi-continuo integrado, onde produtos se cristalizam no decorrer do processo (Schroen et
al., 2002, Youshko et al.., 2000a, 2001, 2002b, Ferreira, 2004a) se destaca entre as
abordagens mais promissoras. A enzima imobilizada reduz perdas de biocatalisador. O
antibiotico cristalizado ndo ¢ hidrolisado o que aumenta a seletividade da reacdo. Altas
concentragdes de produtos no reator facilitam operagdes de separagdo a jusante do processo. E
por fim, o uso de reator semi-continuo permite o controle da concentracio de substratos o que
pode inibir a formacao do produto indesejado. Esta estratégia foi adotada por Ferreira, 2004a,
para sintese de ampicilina, obtendo altas seletividade e conversdo. Contudo, a abordagem
empirica que vem sendo utilizada para melhorar o desempenho deste reator enzimatico deve
ser substituida por métodos sistematicos de otimiza¢do na busca de maxima seletividade e

rendimentos.

1.6 Motivacao

O Brasil importa hoje integralmente os principios ativos dos antibidticos -
lactdmicos (ampicilina, amoxicilina, cefalexina, cefadroxil, dentre vérios outros), com
crescente participacio de paises como China e India como fornecedores. As importagdes
brasileiras de ampicilina e amoxicilina juntas foram de 46, 76 e 72 milhdes de dolares nos
anos de 2004, 2005 € 2006'.

De uma forma ampla, as importagdes de farmoquimicos passaram de US$ 750

milhdes em 1990 para US$ 1,8 bilhdo em 2000, sendo que a exportacdo deste setor passou de

' Dados da SECEX, Secretaria de Comércio Exterior — Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio
Exterior (http://aliceweb.desenvolvimento.gov.br).
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USS 186 milhdes para US$ 270 milhdes, no mesmo periodo. Em 1998, o saldo negativo da
balanga comercial de farmacos chegou a 26% do déficit total da balanga comercial brasileira
(Magalhaes et al., 2003).

Conseqiientemente, esse setor se coloca atualmente como prioritario na politica
industrial nacional e percebe-se interesse em uma inflexdo nesse quadro, com a industria
instalada no Brasil ndo se atendo apenas a formulagio e envasamento dos farmacos. E de todo
interesse para o pais, entretanto, que uma retomada da produgdo nacional desses
medicamentos se baseie em tecnologias limpas, dentro do escopo da quimica verde. A questao
da viabilidade economica da rota enzimatica de producdo de antibidticos torna-se entio

estratégica.

1.7 Objetivo

Este trabalho se insere em uma linha de pesquisa atualmente em andamento no
DEQ/UFSCar, que objetiva estudar a producdo de antibidticos semi-sintéticos pela rota
enzimatica. Esse ¢ um extenso programa de pesquisa e inclui: o desenvolvimento de
diferentes catalisadores (produgdo e purificagdo da enzima penicilina G acilase (PGA),
incluindo o monitoramento ¢ controle da fermentacao); o estudo da cinética enzimatica ¢ do
transporte de massa na sintese de antibidticos; a purificacdo do produto; a sintese e avaliacao,
em nivel preliminar, da viabilidade economica do processo.

O escopo deste doutorado ¢ contribuir para esse objetivo: avangando no estudo
e compreensao da sintese enzimatica cineticamente controlada de penicilinas semi-sintéticas
abordando, mais especificamente, a sintese de ampicilina; desenvolvendo modelos
matematicos de reator de sintese enzimdtica de ampicilina com cristalizagdo de produtos; e

utilizando esses modelos em algoritmos de otimizag¢do de processo.
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2 Sintese Cineticamente Controlada: Mecanismos de Reacao.

Para a utilizacdo de técnicas avancadas de otimizacdo dinamica, com o intuito

de tornar a sintese enzimdtica competitiva industrialmente, um modelo do processo e com

isso, um modelo cinético se torna necessario. Conseqiientemente, o estudo do mecanismo

reacional ¢ um fator chave no entendimento do processo.

K
EH+ AB EH-AB TZ EA ks EH + AOH - EH-AOH
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Figura8 Esquema do mecanismo de sintese de penicilinas semi-sintéticas. EH = enzima livre, AB = derivado
do doador acil (por exemplo, EMFG no caso da ampicilina), NH = nucleo -lactamico (6-APA), AN =
antibidtico, AOH = doador acil (FG, no caso da ampicilina), EA = complexo acil-enzima, EA**NH =
complexo acil-enzima-nticleo, BH = metanol (no caso de se utilizar um derivado éster). Ligagdes ndo
covalentes sdo denotadas por *«. Em destaque, passos considerados consenso na literatura.

Como ja mencionado anteriormente, o processo de sintese enzimatica de

antibioticos B-lactdmicos utiliza-se de uma enzima ja consolidada em processo industrial: a

producdo do nucleo B-lactamico (6-APA) através da hidrdlise da benzilpenicilina (penicilina

G). A importancia industrial desta enzima contribuiu para que sua forma (mecanismo) de

atuacdo fosse extensivamente estudada. E, embora a hidrolise da penicilina G ndo seja

exatamente a reagdo inversa da de sintese (observe que a hidrolise da penicilina G ¢ similar a
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Hidrélise 2 da Figura 4, que nao ¢ exatamente a reagdo inversa na sintese cineticamente
controlada), ambas as reagdes passam por um intermediario comum: o complexo acil-enzima
(EA). Com isso, muitos aspectos na literatura principalmente no que diz respeito ao
mecanismo de acilagdo da enzima (a formagdo do complexo acil-enzima) sdo consensuais
entre os autores ¢ vém sendo estudados ha algum tempo. Entretanto, varios aspectos
referentes ao mecanismo de desacilagao das reagdes de sintese ainda permanecem obscuros.
Analises cristalograficas de Raios-X utilizando enzimas selvagens ¢ mutantes e varios tipos
de complexos enzimaticos, assim como andlise de dados cinéticos, tém sido utilizados para
estudar os varios aspectos mecanisticos da sintese enzimatica de antibidticos B-lactamicos.

A Figura 8 mostra um mecanismo onde a maioria dos passos propostos na
literatura ¢ levada em considerag¢do, embora a influéncia do metanol (BH) como inibidor nao

competitivo ndo esteja sendo considerada no mecanismo acima.

2.1Formacao do complexo acil-enzima

Duggleby et al., 1995, apresentaram a primeira estrutura de PGA de E. coli
com resolucdo de 1,9 A, da enzima complexada com 4cido fenilacético (AFA) (2,5 A), a
cadeia lateral de penicilina G, e fenilmetilsulfonil fluoreto (FMSF), o qual liga
covalentemente a Serina Bl e emula um intermedidrio tetraédrico hemiacetal. Os autores
propuseram que o intermedidrio acil-enzima ¢ formado depois do ataque nucleofilico do Oy,
situado a uma posicio favoravel (2,9 A) do carbono carbonil (passos 1 e 2 da Figura 5) com
uma molécula de 4gua atuando como uma base virtual. O oxiadnion resultante seria
estabilizado pelo No da Asn 3241, pelo grupo amino da cadeia principal da Ala 69 e do Gln

B23. Mais tarde, Alkema et al., 2000, propuseram que o oxigénio da Gln 23 faria uma ponte
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de hidrogénio, via uma molécula de agua, com o oxigénio carbonil do AFA, como
esquematizado na Figura 7.

Ospina et al., 1996a, propde um mecanismo para a sintese de ampicilina
baseado no mecanismo da hidrolise da penicilina G (por Duggleby et al., 1995) onde o ataque
nucleofilico da dgua ¢é substituida pelo ataque do nucleo B-lactamico, 6-APA (Figura 9).
Embora esteja em discussdo o fato da enzima formar o complexo com o grupo a-amino do
derivado da fenilglicina (éster ou amida) carregado ou ndo, a formag¢dao do complexo acil-
enzima ¢ consenso tanto para a sintese quanto para a hidroélise de antibidticos e derivados da

cadeia lateral.
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Figura9 Mecanismo proposto por Ospina et al., 1996a, para a sintese de antibidticos P-lactaimicos semi-
sintéticos, seguindo o mecanismo de hidrdlise de Duggleby ef al., 1995. Neste caso o substrato ¢ um
éster ou amida e o ataque nucledfilo se deve ao grupo amino do nucleo.

O mecanismo da Figura 9, que propde que moléculas livres de 6-APA
promoveriam um ataque nucleéfilo ao acil-enzima exatamente da mesma forma que a agua,
durante a reacdo de hidrolise, ainda ¢ um ponto em aberto e vem sendo discutido na literatura.
Na verdade, os autores ndo apresentam dados cristalograficos na presenca de 6-APA (ou de

outro nucleo), propondo o mecanismo da Figura 9 por analogia.
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A andlise cristalografica direta do complexo “enzima-(nucleo B-lactamico)” ¢
uma tarefa dificil. A solubilidade do nuicleo € a da enzima sdo similares, tornando sua co-
cristalizagdo desfavoravel. Portanto, embora varios artigos mostrem a estrutura cristalina da
enzima complexada com ligantes de cadeias laterais, nenhum dado esta disponivel para o
complexo enzima-(nucleo B-lactamico).

Para contornar este problema, é possivel saturar cristais de um mutante inativo
(obtido através de mutagénese sitio-dirigida) com solugdo de penicilina G (por exemplo), ou
uma enzima selvagem (ou alguma mutante) com um substrato modificado inerte. Esta
abordagem prové algumas idéias concernentes ao mecanismo de reagdo sendo sempre,
contudo, pistas indiretas. Isto ¢, elas devem ser sempre complementadas com ensaios
cinéticos, o qual adiciona informagdes essenciais a andlise.

Done et al., 1998, verificaram mudangas conformacionais depois de ligar
derivados de fenilacetamida e de 4cido fenilacético em PGA de E. coli. Foi observado que os
ligantes poderiam ser separados em dois subgrupos em relagdo a conformacgao resultante dos
residuos nos complexos enzimaticos. No primeiro subgrupo (constituido basicamente pelos
ligantes: acido fenilacético, fenol e acido p-hidroxi-fenilacético), as ligagdes nao alteravam a
conformag¢do da estrutura nativa da enzima e os grupos carboxilicos destas moléculas
permaneciam dentro da bolsa de ligagdo. No segundo subgrupo, os ligantes (acido m-nitro-
fenilacético, acido 3,4-di-hidroxi-fenilacético, acido 2,5-di-hidroxi-fenilacético e acido p-
nitro-fenilacético) induziram uma mudang¢a na conformagdo nativa da enzima, isto ¢, os
residuos Arg al45 ¢ Phe al46 moveram-se em dire¢do ao solvente em uma configuracio
aberta. Estes dois residuos estdo posicionados ao final de uma a-hélice com 16 aminoacidos
(al31-0146), a qual praticamente ndo ¢ afetada pelo movimento desses dois residuos. Além
disso, apesar dos residuos Asn (241, Ala B69 e Ser Pl permanecerem praticamente

inalterados em sua conformacgdo, o grupo carboxilico dos ligantes do segundo subconjunto
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estavam mais distanciados da Ser Bl1. Os autores mostraram resultados cinéticos que
sustentavam tais dados cristalograficos: os ligantes do subconjunto 1 tinham as constantes de
inibi¢do uma ordem de magnitude menor que as constantes da subconjunto 2. Isto é, os
ligantes que ndo alteravam a estrutura nativa da enzima se ligavam melhor a enzima. Embora
Done et al. ndo tenham trabalhado com derivados de fenilglicina, de maior importancia para a
sintese de antibiodticos, a observa¢ao do movimento dos residuos Arg al45 e Phe a146, tem
implicacdes importantes na ligagdo do 6-APA na formagdo do complexo enzima-nucleo.
Alkema et al., 2000, promoveram mutagénese sitio-dirigida da PGA de E. coli.
Cristais saturados com penicilina G tiveram sua estrutura analisada. Quando o residuo Arg
214 foi trocado por uma alanina (BN241A) a enzima mutante se tornou inativa, confirmando
o papel essencial da Arg B214 na estabilizacdo do oxianion do complexo acil-enzima.
Nenhuma mudanga estrutural relevante foi observada no sitio ativo deste mutante, quando
comparada a enzima selvagem. Segundo os autores, a penicilina G induz a Arg o145 ¢ Phe
a146 a assumirem uma configuragdo aberta, similar a observada por Done ef al., 1998, para o
segundo subconjunto de ligantes. A Arg 0145 se volta 8A em dire¢io ao solvente, mas ainda
interage com o grupo carboxilico do nucleo (veja Figura 7) via duas pontes de moléculas de
agua. A ligacdo do grupo amino da Arg al45 pode confirmar a hipétese de Kasche et al.,
1984, que um residuo carregado positivamente poderia existir no sitio de ligacdo do nucleo.
No entanto, tal hipotese estava associada a queda da velocidade de sintese (em relagdo a
hidrolise) com o aumento do pH acima de 6,5 (vide Figura 6). O grupo amino do residuo
deveria ter pKa préximo a 6 o que diminuiria a quantidade de grupos carregados ao aumentar
o pH acima desse valor. Entretanto, o pKa do grupo amino em questdo (grupo amino do Arg
al145) tem valor proximo a 12 e portanto, sempre estara carregado na regido de atividade da
enzima. Portanto, o efeito do pH na seletividade parece ainda ndo estar esclarecido. Alkema et

al. também mostraram ensaios cinéticos de sintese de penicilinas (de fenilacetamida e 6-APA)
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com outros mutantes (substituindo Phe a146), e melhor seletividade foi obtida substituindo
esse aminoacido por uma leucina (aF146L). Em suma, Arg al45, Phe al46 ¢ Phe B71
formariam o sitio de ligagcdo para o nucleo B-lactdmico. A enzima nativa ndo teria este sitio na
conformagao espacial correta, o qual, por sua vez, seria induzido pelo ligante.

Alkema et al., 2002, focaram também a PGA de E. coli, modificando os
residuos Phe o146, Phe 24 ¢ Phe P57 (em acordo com Done et al., 1998, os autores
apontaram que hd uma fenilalanina e ndo um triptofano na posi¢ao B57, em desacordo com
Duggleby et al., 1995). Os substituintes foram Tyr, Trp, Ala e Leu (todos hidrofébicos).
Dessa forma, a interagdo entre ambos os anéis aromatico da cadeia lateral (com a Phe 24) e
tiazolidina do nucleo (com a Phe a146) foi modificada. Os autores observaram que a Phe 57,
localizada no fundo da depressdo hidrofobica, pode ser importante para preservar a estrutura
do sitio. Uma série de ensaios cinéticos foi feita, a 30°C e pH 7. Hidrélise de NIPAB (acido 6-
nitro-3-fenilacetamida benzdico) e sintese de ampicilina foram realizadas. O efeito das
mutagdes na seletividade de sintese foi muito menor que na hidrolise do NIPAB. Maiores
valores de S/H foram obtidos para a mutante PF24A, usando o éster como cadeia lateral
precursora (a acilagdo da PGA com BF24A foi reduzida com a amida, mas ndo com o éster).
Deve ser enfatizado que a ligagdo do 6-APA provavelmente ndo foi significantemente
alterada pelas mutagdes.

McVey et al., 2001, apresentaram dados cristalograficos de alta resolugdo (1,3
A) usando duas abordagens: enzima selvagem saturada em sulféxido de penicilina G (um
substrato quase nao hidrolisavel); e mutante inativa PN241A saturada em penicilina G. Este
trabalho reafirma que interagdes ndo-polares, ligadas a modificagdes conformacionais, sao os
principais fatores quando a enzima interage com os ligantes. A flexibilidade da Phe a146, Arg
al145 e Phe B71, interagindo com o anel tiazolidina, é apontada como essencial para a liga¢ao

do nucleo. Um aspecto interessante ¢ que a Phe a146 e Phe B71 estdo em dois lagos (loops)
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que contribuem para a coordenagdo do ion calcio. O calcio conformaria o sitio catalitico
somente na regido periplasmatica da E. coli, onde sua concentragdo ¢ mais alta (Brannigan et

al., 2000).

2.2 Formagao do complexo acil-enzima-nucleo

A formacao de um complexo intermediario acil-enzima-nucleo antes do ataque
nucleofilico ao complexo acil-enzima e formagdo do antibidtico ¢ um ponto mecanistico
importante e foi verificado através de dados cinéticos por diversos autores (Kasche et al.,
1984, Gongalves et al., 2002, entre outros). Indicagdes de uma ligacdo ndo covalente do
nucleo com a enzima tém sido apontadas também por resultados cristalograficos (Alkema et
al., 2000, McVey et al., 2001, Alkema et al., 2002) como descrito na se¢do anterior (2.1).

Kasche et al., 1984, propde um teste para verificar se o nucleodfilo se liga a
enzima antes da desacilagdo. A Figura 10 ilustra um esquema simplificado de sintese e
hidrélise. A caixa cinza indica algum mecanismo onde o complexo acil-enzima esta

envolvido.

BH
(k)

EH+ABL EA Tapﬂ EH + AOH

(kS)app Hzo

NH

EH + AN

Figura 10 Esquema simplificado para a sintese de ampicilina. A caixa cinza indica um mecanismo qualquer
onde o complexo acil-enzima esta envolvido. EH = enzima livre, AB = derivado do doador acil, NH =
ntcleo B-lactamico (6-APA), AN = antibidtico, AOH = doador acil, EA = complexo acil-enzima, BH
= metanol.
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A partir da Figura 10, as velocidades de sintese e hidrolise (vqy € v40on) podem
ser quantificadas em termos de constantes cinéticas aparentes, isto ¢€:

Vav = (ks )ap ConCr
Vaon = (k'H )ap CHZOCEA

Na equagdo acima, Cy,, Cp e C,, sdo as concentragdes do nicleo -

3)

lactamico, do complexo acil-enzima e da agua, respectivamente. (k )ap e (k' )ap sdo

constantes cinéticas aparentes. Incorporando a concentragdo de d4gua em uma nova constante

—( 3 1 3 .
(k I )ap —(k o )ap C m,0> A TAZAo entre as constantes aparentes de desacilagao se torna:

k v
(_HJ B CNH A0t (4)
ap

VAN

Portanto, se houver um ataque direto do nucleo ao complexo acil-enzima (sem
passar por um complexo intermediario acil-enzima-nucleo), o lado direito da Equacdo 4 deve
ser sempre constante. No entanto, resultados experimentais obtidos por Kasche et al., 1984,
Kasche, 1986, ¢ Gongalves et al., 2002, mostraram uma variacao linear da razao entre as

constantes aparentes de desacilagio — (k,, /k; )ap — em relagdo a concentragdo de 6-APA. Isto

indica que o ataque do nucleo ndo ¢ direto e que ha a formacao de um intermediario onde esta

presente o complexo acil-enzima e o nucleo.

2.3 Efeitos inibitdrios do doador acil

Entre os pontos onde ndo hd consenso entre os autores estd a inibi¢cdo do
doador acil nas rea¢des de sintese e hidrolises. Gongalves et al., 2003, estudaram os efeitos
inibitorios de reagentes e produtos na sintese cineticamente controlada de amoxicilina

catalisada por PGA de E. coli imobilizada de forma multipontual em gel de agarose. Segundo
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os autores, pOH-FG ¢ inibidor competitivo nas hidrdlises de éster metilico de p-hidroxi-
fenilglicina e de antibidtico. De acordo com esse resultado a reagdo 4 ocorreria (ks, kg # 0,
Figura 8), isto é, o doador acil poderia se ligar a enzima, embora o complexo formado, EH-
AOH, nao possa caminhar para as rotas de sintese do antibidtico ou do éster, pois a reagdo 3 ¢
irreversivel. A irreversibilidade dessa reacdo se deve a forma zwiterionica da pOH-FG, que,
com o grupo carboxilico carregado negativamente, ndo poderia sofrer um ataque nucleofilico.
Alkema et al., 2004, ao contrario, ndo observou efeito inibitorio da forma zwiterionica da FG
na hidrélise enzimatica do NIPGB (acido D-2-nitro-5-(fenilglicil)amino benzoico). Os autores
sugerem que uma carga positiva na posi¢do Ca previne o ligante de se ligar a um sitio apolar.
Fernandez-Lafuente ef al., 1996, estudaram o efeito do pH na sintese de ampicilina e também
foi sugerido que a baixa afinidade com a enzima de derivados da fenilglicina se devia ao
grupo amino carregado na posi¢ao Ca. Ospina et al., 1996a, ao contrario, variando o pH de
5,5 a 8,5, concluiu que apesar de Vi da hidrélise do EMFG ser dependente do pH, Km se
mostrou independente. Tal fato sugere que a presenca ou ndo de carga ndo altera a afinidade

enzimatica com o substrato (pKa do EMFG = 7,0).

2.4 Hidrdlise do complexo acil-enzima-nucleo

A hidrolise do complexo acil-enzima-ntcleo ¢ outra questdo que nao esta
completamente esclarecida (reagdo 8, Figura 8). Kasche et al, 1984, apresentaram dados
experimentais nos quais a velocidade de hidrolise do EMFG nao tende a zero com o aumento
da concentragdo do 6-APA, até uma concentragdo de 100mM de 6-APA. Baseado nesta
evidéncia, os autores concluem que o complexo acil-enzima-nticleo pode também ser
hidrolisado pela dgua. Segundo Youshko e Svedas, 2000b, a reagdo 8 (Figura 8) produz a

enzima (EH) e o nacleo (NH) nao ligados e o doador acil (AOH) e ndo um complexo enzima
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nucleo (EHesNH). Um esquema do mecanismo proposto pelos autores estd presente na Figura

11 (pagina 55).

2.5Formagao do complexo enzima-nucleo

A questao chave concernente ao passo de desacilagio nas reagdes de sintese € o

mecanismo do ataque nucleofilico do nucleo B-lactdmico a enzima, em competicdo com a

agua (reagdes 5 e 6 da Figura 8). Em suma, se o complexo acil-enzima pode se formar com a

presenga do nucleo anteriormente ligado a enzima ou nao.

Para que haja alguma sintese apreciavel, uma (ou ambas) das hipoteses
deve(m) ocorrer:

a) o grande nimero de moléculas de 4gua no solvente seria compensado pela significativa
diferenca nas constantes cinéticas de desacilacdo (nucleo versus dgua) durante este passo;
as serinas-proteases, quando reagdes de hidrolise e transpeptidacdo (ou sintese) ocorrem
simultaneamente, podem apresentar esta caracteristica (Adler-Nissen, 1986);

b) uma ligacdo prévia e/ou facilitada do nucleo B-lactdmico a enzima permitiria o nilcleo
vencer a competi¢ao pela dgua.

Gongalves et al., 2000, estudando a sintese de amoxicilina a partir de éster

metilico de p-hidroxi-fenilglicina e 6-APA, observaram que as velocidades de sintese e

hidrolise decrescem com a queda do pH de 7,0 para 6,0, mas que a seletividade (S/H) aumenta

com a queda do pH. Este resultado esta de acordo com Duggleby et al., 1995, e Ospina et al.,

1996a, para ampicilina (vide secdo 1.4.1). A influéncia da saturag¢do prévia da PGA com o 6-

APA para a sintese de amoxicilina foi também testada por Gongalves et al., 2001a. Nenhuma

diferenca drastica foi detectada entre as seletividades em pH 7,0, mas a pH 6,0, a seletividade

aumentou quando o 6-APA era previamente ligado a PGA. Para valores baixos de pH, como
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um menor numero de grupos amino neutros estdo disponiveis na Ser 1, a importancia da
ligagdo do nucleo a PGA se tornaria relevante.

Como ja apontado, analises diretas de raios-X de cristais de proteinas saturados
com o nucleo B-lactamico ¢ uma dificil tarefa e portanto, a elucidagdo de varios aspectos

mecanisticos terd que recair em ensaios cinéticos.

2.6 Modelos cinéticos da SCC de ampicilina

Varios modelos cinéticos baseados nos mecanismos de reacdo vém sendo
propostos na literatura. H4, no entanto, duas vertentes principais que divergem principalmente
sobre a ligacdao do nucleo (6-APA) a enzima. A primeira admite que todos os intermedidrios
acil-enzima sdo formados antes da adsor¢ao do 6-APA a enzima (Youshko et al., 2000b,
2002a, 2003, Schroen et al., 2001). Youshko e Svedas, 2000b, apresentam resultados (pH 6,3,
25°C, Ceapa=50mM e Cpmpg entre 25 e 275mM) que indicam que a razdo entre as
velocidades iniciais de sintese e hidrolise (S/H) independem da concentracao do doador acil.
Portanto, segundo os autores, tanto a sintese quanto a hidrélise devem ocorrer por meio da
formacao de um complexo acil-enzima comum.

Em uma segunda abordagem se assume que o complexo acil-enzima pode ser
formado antes ou depois da adsor¢cdo do 6-APA, mas apenas no segundo caso o antibidtico
seria sintetizado (Gongalves et al., 2002, Gongalves et al., 2003, Ferreira et al., 2000). A
razdo desta hipdtese, como enunciado anteriormente, se deve a alta concentracdo de dgua que
direcionaria a reagdo para a hidrélise se o nlicleo ndo estiver previamente posicionado para o

ataque nucleofilico.
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2.6.1 Modelo Simplificado 1 (MS1):

A Figura 11 mostra um modelo minimo proposto por Youshko e Svedas,
2000b, para a sintese enzimatica de ampicilina. Este modelo mostra um possivel exemplo da

primeira abordagem.

KAB kz k3
EH + AB EH-AB T EA —— = EH+AOH
+
NH
BH
ks NH
Ky

k AN

EAN EH-AN EH + AN
k,

Figura 11 Mecanismo da sintese enzimatica de ampicilina proposto por Youshko e Svedas, 2000b. EH = enzima
livre; AB = EMFG; EA = complexo acil-enzima; AOH = FG; NH = 6-APA; EAN; complexo acil-
enzima-nucleo; AN = ampicilina; EH-AB e EH-NA = complexos intermediarios.

Seguindo o MSI (com 8 parametros), as velocidades de formacdo de

ampicilina (van) e fenilglicina (vaon) seriam:

v _ C |: k2k4CNHCAB k—4CAN (kSKNH +k5CNH) :|
AN — YE
KAB(kSKNH +k4CNH +k5CNH) KAN(kSKNH +k4CNH +k5CNH)

k,C k_yCay }

y =C.\k.K,,, +k.C +
o E( e ’ NH{KAB (kSKNH +k4CNH +k5CNH) KAN (kSKNH +k4CNH +k5CNH)

C — C /|:1_+_ CAB + CAN + kZCAB (KNH + CNH) + k—4CAN (KNH + CNH) :|
E EO
KAB KAN KAB(k3KNH +k4CNH +k5CNH) KAN(k3KNH +k4CNH +k5CNH)

&)
onde Cr e Cgy sdo as concentracdes de enzima livre e inicial respectivamente (dadas em
mol.litro'l). A razdo entre as velocidades de sintese e hidrolise, S/H, inicial (concentragcdo de
produtos igual a zero) seguindo este modelo (Equacdo 5) depende apenas da concentracdo do

6-APA se mantidos pH e temperatura constantes.
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( Van ] k,Cyy (6)
inicial

VY som kK +ksCy

2.6.2 Modelo Simplificado 2 (MS2):

Um possivel exemplo da segunda abordagem ¢ proposto por Gongalves et al.,
2002, Gongalves et al., 2003. Os autores propdem um modelo simplificado para a sintese de
amoxicilina que inclui um “termo de partigao”, o produto Tax.X (0 < Tiax < 1). O parametro
Tmax quantificaria a quantidade do complexo acil-enzima-6-APA (EHesNH) que estaria
direcionada a rota sintética. Conseqiientemente, 1-Ty,.x € a fracdo de EHe*NH que seguiria a
rota hidrolitica. Além disso, todo o complexo acil-enzima (EA) que ndo estivesse ligado ao 6-
APA (NH) anteriormente, sofreria um ataque nucleofilico da 4gua. O modelo ainda assume
que a velocidade de formagdo do complexo EA ndo seria afetada pela presenca do 6-APA
adsorvido no complexo. Assume também, que ha inibicdo pelos produtos. Este modelo
simplificado (MS2) tem 10 pardmetros e ¢ um modelo semi-empirico, pois suas equagdes nao
resultam de reagdes elementares. Seguindo o MS2 as equagdes para a velocidade de formacao
do complexo acil-enzima (desaparecimento de éster, Rz4), formagdo sintese de amoxicilina

(Rs) e hidrolise do antibiotico (Hidrolise 2, Figura 4, Ry») sdo:

k_.C
REA — CEO C catl éB
Kml[1+‘w+”‘0”]+CAB
AN kAOH
k_.C
RS — CEO catl ™~ AB T X (7)
Cav

C max
+- AL C

kAN kAOH

Kml[l+

k

cat2 CAN

CNH

kAB kNH kAOH
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C1NH

onde X = descreve a saturacdo da enzima pelo 6-APA. R; ¢ a velocidade da

EN + NH
reacao k dada em mol.litro!.min™. C £o € a atividade enzimatica no reator por volume de reator
dado em ULlitro™. 1 UI (unidade internacional) de atividade enzimatica ¢ definida como a
quantidade de enzima que hidrolisa 1umol de penicilina G por minuto em pH 8 e a 37°C.
Seguindo o MS2, a razdo entre as velocidades de sintese e hidrolise, S/H,
inicial (Equacdo 8) também depende apenas da concentracdo do 6-APA se mantidos pH e

temperatura constantes.

(ij — ( vS J — TmaxCNH (8)
H inicial vAB - vS inicial KEN + (1 - Tmax )'CNH

Vale a pena notar que se a razao entre as velocidades S/H obtidas para ambos
os modelos (equagdes 6 ¢ 8) for substituida na Equagdo 4, a razdo entre as constantes

aparentes de desacilagdo, (k,, /kg )ap, utilizando ambos os modelos, dependerdo linearmente

da concentracdo de 6-APA. Isso estd de acordo com os dados experimentais obtidos por

Kasche et al., 1984, Kasche, 1986, e Gongalves et al., 2002 (até 100 mM)

2.7 Procedimento: simulacoes e ensaios experimentais

Para elucidar alguns dos aspectos mecanisticos e verificar o papel do derivado
do doador acil (EMFQG) na razdo S/H inicial foram realizados ensaios de velocidades iniciais
de SCC de ampicilina para um grande intervalo de concentracdes de reagentes.
Primeiramente, contudo, fez-se uma andlise tedrica para verificar se os resultados a serem
obtidos poderiam ser camuflados por problemas difusivos em biocatalisador de enzima
imobilizada. Outro cuidado tomado foi a utilizagdo de um reator em paralelo rodando em

ensaios em branco (sem enzima). Utilizou-se deste procedimento para verificar se a hidrdlise
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inespecifica do EMFG (hidrélise na presenca de agua havendo ou ndo a enzima como

catalisador), ndo tendo relagdo mecanistica, poderia afetar os resultados e conclusdes obtidos.

2.7.1 Simulagao da influéncia da difusao intra-biocatalisador na razdo S/H.

Devido ao alto custo da enzima purificada, ¢ sempre conveniente utilizar
enzimas imobilizadas ao invés de soluveis em reagdes enzimaticas. Assim, ndo ha grande
perda de biocatalisador. Por isso, biocatalisadores de PGA imobilizada em gel de agarose com
baixa carga enzimatica vem sendo utilizado em diversos ensaios cinéticos. Segundo Ferreira
et al., 1999, efeitos difusivos no interior de particulas de PGA imobilizada em gel de agarose
com carga de até 30UI/g sdo despreziveis. Assim, ¢ valido admitir que o reator se comporta
como se todo o catalisador estivesse homogeneamente distribuido em seu interior. A
utilizacao desta hipotese de reator pseudo-homogéneo, contudo, deve ser verificada para que
ndo se incorra em erros de andlise do ensaio de seletividade em questdo. Tal verificagdo se

deu a partir de simulagdes teoricas.

Modelo cinético

O modelo cinético utilizado para a simulagdo foi semelhante ao MS2
diferenciando-se apenas pela auséncia de inibigdo por FG. Os parametros foram ajustados por
Ferreira et al., 2000, para a sintese enzimatica de ampicilina a pH 6,5 e 25°C. As equagdes
para a velocidade de formagdo do complexo acil-enzima (desaparecimento de éster, Rgy),

sintese de ampicilina (Rs) e hidrolise do antibiotico (Hidrolise 2, Figura 4, Ry») sdo:
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k,.nC s

catl

Kml(l+ iANJJrCAB

AN

Ry =

k.1 C 45

catl

C TmaXX
Km1(1+ kANJ+CAB 9)

AN

R, =

k. C in

cat2

Km2[1+ iABJ+CAN

Ry, =

AB

CNH

onde X = descreve a saturacdo da enzima pelo 6-APA. R; ¢ a velocidade da

EN + C1NH
reagdo k dada em mol.min.UI"'. As unidades das velocidades de reagio na Equagio 9
diferem das unidades utilizadas na Equacdo 7 pois, por conveniéncia, foram divididas pela
concentragdo enzimatica. Embora o modelo acima seja diferente do MS2, a razdo S/H

continua idéntica ao obtido para aquele modelo (Equacao 8).

Modelo reativo-difusivo

O modelo reativo-difusivo se baseia no utilizado por Gongalves et al., 1997.
Considera-se aqui um reator isotérmico, operado em batelada e perfeitamente agitado. A
resisténcia ao transporte de massa externamente ao catalisador ¢ desprezada. Supde-se ainda,
que a enzima esteja uniformemente imobilizada nos poros do gel.

A resolucdo do modelo possibilita conhecer a concentracdo dos componentes
em funcao do raio do biocatalisador € no seio do reator, assim como, seu perfil ao longo do
tempo. A Equagdo 10 descreve o balago de massa do componente i na superficie externa do

biocatalisador esférico e sua condi¢ao inicial.

oCs _0C| __3(-¢) . o

or ot|., R & 50

P r

t=0, C(1)=C, (10)
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onde C; ¢ a concentragdao do componente i (fun¢ao do raio adimensional e do tempo), Cis € a
concentragdo do componente i na superficie do biocatalisador, C;y ¢ concentracao inicial do
componente 7, R, é o raio das particulas, ¢. ¢ a porosidade do reator, &, ¢ a porosidade do gel,
De; ¢ a difusividade efetivada do componente i e ¢ é o raio adimensional (#/R,). Com a
resisténcia difusiva do filme externo a particula desprezada, a concentracdo de um
componente no seio do reator ¢ admitida igual a concentragdo na superficie do biocatalisador
(Cis). Esta hipotese foi verificada ser plausivel para o biocatalisador em questdo, em um reator
bem agitado (Ferreira et al., 1999).

A Equagdo 11 representa o balango de massa do componente i no interior do
gel e condigdes de contorno. Supde-se que a difusdo nos poros do biocatalisador ¢
satisfatoriamente representada pela lei de Fick, utilizando efetividades efetivas constantes

para cada componente.

AL IPARYS
o R & oe\” o £,
(11)
t=0  C,()=0
ccle—o 95 L
o |,
¢=1 C.(8)=Cy

At.. € a atividade do biocatalisador em UL (litro gel)'l. v; € a velocidade de
reacdo do componente i dada a seguir: velocidade de reagdo do EMFG (v,3), da ampicilina

(VAN), do 6-APA (VNH) eda FG (VAOH)-

vz =—Rp,
Vy =R R
NH 2 s
(12)
Van Ve
Vaior = Vus ~Van

Os valores utilizados na simulagdo estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela4 Valores de constantes utilizados na simulacdo de sintese enzimatica de ampicilina. Constantes
cinéticas ajustadas a pH 6,5 e 25°C por Ferreira et al., 2000. Constantes de difusdo molecular em agua

obtidas por Ferreira et al., 1999.

R, =0.02cm g, =0,919
k,,, =0,75 mM/min k., =0,14 mM/min
K, =1554mM K,, =11,47TmM
k ,y = 0,68 mM k 5 = 16,18 mM
K,y =30,75 mM T. =10

Componente D x (s/cm?)
EMFG 6,5x10°

Ampicilina 4,3x10°
6-APA 6,2x10°

Devido a baixa carga enzimatica no biocatalisador e a alta porosidade do gel, a
difusividade efetiva foi aproximada pelo coeficiente de difusdo molecular de cada
componente em agua, Tabela 4. Esta hipdtese embora superestime a difusdo nos poros, se
baseia na redu¢ao da difusividade efetiva numa interagdo molécula-poro e pode ser estimada

pela equagdo abaixo (Spiess et al., 1999):

T r

poro

4
& ,
D & :D B :_g(l_rmoleculaJ D (13)

Na equagao acima, 1 ¢ a tortuosidade, D o coeficiente de difusdo molecular,
Dy € a difusividade efetiva definida pelo autor e D, a difusividade efetiva definida neste
trabalho. A hipotese que se assume aqui € que o raio da molécula ¢ muito menor que o do
poro ¢ a tortuosidade tende a unidade. Por conseguinte, D, se aproxima de D. Esta hipotese ¢

razoavel para a matriz em questao por possuir poros com valores altos de raio médio.
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Resolucao do sistema de equacoes diferenciais parciais

O sistema de equagdes diferenciais parciais (10 e 11) foi resolvido por método
das linhas (Pinto e Lage, 2001) implementando em FORTRAN. As equacdes foram
discretizadas em relacdo a & por diferencas finitas e integradas no tempo como um problema
de valor inicial (PVI) utilizando o algoritmo de Runge-Kutta-Gill de 4* e 5* ordem com passo
variado (Press et al., 2002). Utilizou-se 41 pontos de discretizacdo. A variacdo do erro
méximo da razio S/H (41 pontos) foi de -10” por ponto adicionado o que foi considerado ter

suficiente precisdo para a andlise.

2.7.2 Procedimento experimental

Sintese de Ampicilina

Ensaios em batelada foram realizados a 25°C e pH 6,5 em reator encamisado
de 20 ml e agitado por meio de agitador magnético. Foram usados de 0,1 a 1,0 ml de solucao
em estoque de enzima (em forma soluvel) cuja atividade era de 630 Ul/ml. Todos os
reagentes se apresentavam solubilizados no reator. O tempo de ensaio e a concentragdo de
enzima no reator foram ajustados de tal forma que a hipdtese de velocidade inicial fosse
valida (curvas de concentrag¢do versus tempo tinham comportamento linear). Amostras foram
coletadas a cada 3 minutos e diluidas em fase mével (pH 3,5), cessando a reagdo. Um reator
rodando em paralelo, em ensaios em branco (sem enzima) com 2 ml da solugdo inicial de
reagentes foi utilizado para avaliar a hidrdlise inespecifica do EMFG. Esta ¢ uma reagao
paralela, ndo relacionada ao mecanismo enzimatico, cuja velocidade foi subtraida da
velocidade “total” de hidrdlise obtida nos ensaios enzimaticos.

Todos os reagentes utilizados sio de grau analitico. Ester metilico de R-(-)-

fenilglicina, EMFG (Aldrich), 6-APA (Winlab), ampicilina (Winlab), R-(-)-fenilglicina, FG
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(Aldrich). Solugdo estoque de enzima, penicilina G acilase de Escherichia coli recombinante

(EC 3.5.1.11), doada por Antibioticos S/A (Espanha).

Determinacao da Atividade Enzimatica

A atividade enzimatica da solucdo de enzimas foi determinada pelo método
colorimétrico PDAB (para-dimetil-amino-benzaldeido) (Balasingham et al., 1972). A
atividade enzimatica ¢ medida em Ul (unidade internacional), onde 1 UI ¢ a quantidade de

enzima que hidrolisa 1pmol de penicilina G por minuto em pH 8 a 37°C.

Quantificacdo dos analitos de interesse

Concentragdes de EMFG, FG, 6-APA e ampicilina foram determinadas usando
cromatografia liquida de alto desempenho (high performance liquid chromatography, HPLC).
A fase movel utilizada foi desenvolvida por Ferreira, 2004a. Cromatégrafo Waters: coluna
Nova-Pk C18 60 A, 4 pm, 3.9x150 mm, 1,0 ml/min de fase mével contendo 35% de
acetonitrila, 2% de SDS, tampao fosfato 15 mM, pH 3, 25°C. Andlise por espectrofotometria

UV emA=225nm.

2.8 Discussao dos resultados obtidos

2.8.1 Simulacgao da influéncia da difusao intra-biocatalisador na razao S/H.

Resultados obtidos na simulagdo das velocidades iniciais utilizando
concentragdo de 50 mM de 6-APA (Figura 12) mostram que a razdo entre as velocidades
iniciais de sintese e hidrolise (S/H) decresce mesmo que, a partir das equagdes cinéticas
usadas, ela deva ser constante com a varia¢ao da concentragdo do EMFG cujo valor, para 50
mM de 6-APA, seria de 1,63 (Equacao 8). Embora a queda teérica da S/H em relagdo ao

EMFG seja inferior a 10%, o desvio sistematico nas velocidades aparentes de reacdo
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utilizando enzimas imobilizadas pode acarretar em uma ma interpretagao dos resultados da

razao S/H.

030 [-Ab, —m—v,.
A —e—v
'j Vg
025 —A—SH
u

147

S/H

0;; v

0.05 |- o

velocidades iniciais (mM/min)
> f=
8
T
X
| ]
1

0.00 L 1 L

EMFG (mM)

Figura 12 Simulagdo das velocidades iniciais para sintese de ampicilina utilizando biocatalisador de PGA
imobilizada em gel de agarose. Concentragdo de 6-APA (Cyy) de 50mM. v,y = velocidade de sintese,
vrg = velocidade de hidrolise e S/H = seletividade. Simbolos indicam locais onde as velocidades
foram calculadas e linhas, sua interpolagao linear.

E importante notar que um pequeno erro na velocidade de hidrolise
(denominador de S/H) pode acarretar num grande desvio na razdo S/H. Observe que
resultados consideravelmente diferentes podem ser encontrados no calculo tedrico apenas
modificando as consideragdes iniciais do modelo. Ao alterar a condigao inicial do balango de
massa no interior do catalisador (Equagao 11) pela condigao abaixo:

t=0 C.(t)=C,, (14)

Com a modificacao da condi¢do inicial, o resultado da razao S/H ¢ acrescido
em aproximadamente 5%, Figura 13. A pequena variacdo nas velocidades iniciais ¢ o
suficiente para alterar substancialmente a razao entre elas e por isso dados experimentais

dessa natureza tendem a ter altos desvios padrdes.
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Figura 13 Simulagdo das velocidades iniciais para sintese de ampicilina assumindo biocatalisador de PGA
imobilizada em gel de agarose. Cyy = 50mM. Condigdes iniciais, C.I. a = Equagdo 11, C.I. b =
Equacdo 14. v,y = velocidade de sintese, vrg = velocidade de hidrolise e S/H = seletividade. Simbolos
indicam locais onde as velocidades foram calculadas e linhas, sua interpolagio linear.

A Figura 14 mostra o resultado da simulagdo do fator de efetividade, n, em
fun¢do do tempo de reacdo para trés concentragdes iniciais de EMFG, 10 mM, 50 mM e 500
mM. Mostra, também, o 1 calculado para uma concentracdo de EMFG de 50mM utilizando a
condi¢do inicial b (Equagdo 14). O fator de efetividade, 1, ¢ definido como a razdo entre a
velocidade real da reagdo global e a velocidade de reagdo que resultaria se todo o catalisador
fosse exposto a concentragao da superficie externa, Cis. Observa-se que, a partir do modelo
utilizado, ) teria valor muito préximo a unidade logo nos primeiros minutos de reagdo para
ambas as condi¢Oes iniciais propostas. Isto indica que, segundo o modelo, a sintese
enzimatica de ampicilina, utilizando este tipo de biocatalisador, ndo possui aprecidvel
resisténcia ao transporte de massa interna a particula. Portanto, o efeito difusivo pode ser
desprezado na predi¢dao do perfil de concentragdes em fungao do tempo na sintese enzimatica
de ampicilina o que estd de acordo com Ferreira et al., 1999. No entanto, a utilizacdo de
enzima imobilizada em experimentos para predi¢ao da influéncia do EMFG na razao S/H

pode ser mal interpretada devido a esses efeitos difusivos, que, apesar de serem pequenos,
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podem afetar a razdo entre as velocidades de reacdo. Por esta razdo optou-se em utilizar

enzima livre para os ensaios de seletividade.
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Figura 14 Simulaggo do fator de efetividade no inicio da sintese de ampicilina assumindo biocatalisador de PGA
imobilizada em gel de agarose. Cyy = 50mM. Condigdes iniciais, C.I. a = Equagdo 11, C.I. b =
Equacdo 14. vy = velocidade de sintese, vrc = velocidade de hidrdlise e S/H = seletividade. Simbolos
indicam locais onde as velocidades foram calculadas e linhas, sua interpolagdo linear.

2.8.2 Ensaios de velocidades iniciais

Hidrolise inespecifica do EMFG

A hidrélise inespecifica do éster metilico de fenilglicina, embora pequena, deve
ser considerada para uma precisa avaliacdo das razdes entre as velocidades de sintese e
hidrélise, S/H. Como discutido anteriormente, uma pequena diferenca nas velocidades de
reacdo pode acarretar grandes diferencas no resultado de S/H. A Figura 15 mostra o resultado
de ensaios em branco, isto €, na auséncia de enzimas, a 25°C e pH 6,5 para diversas
concentragdes de 6-APA. Como nao foi observada nenhuma correlacao entre a hidrélise
inespecifica e a concentragdo de 6-APA (dentro do intervalo do erro experimental), um
mesmo modelo empirico para a velocidade inespecifica foi ajustado para os dados obtidos. O

modelo ajustado abaixo em fun¢do da concentracdo do EMFG (em mM) ¢ dado em mM.min

1
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Figura 15 Variagdo da velocidade inicial de hidrolise inespecifica de EMFG em funcdo de sua concentragdo,
25°C, pH 6,5. Concentragdes de 6-APA: 25 mM (o), 100 mM (V) e 200 mM (©). (—) Equagdo 15.

A “hidrolise enzimatica” de EMFG foi calculada a partir deste ponto como a
velocidade de hidrolise “total” (medida) obtida nos ensaios enzimaticos menos a velocidade

inespecifica, predita pela correlagdo da Equacao 15.

Avaliacao da Seletividade

Experimentos cinéticos de velocidades iniciais foram realizados para verificar
a tendéncia da seletividade, S/H, em um grande intervalo de concentracdes de substratos.
Figuras 16, 17 e 18 mostram a variacdo da velocidade de produ¢do de ampicilina, vy, em
fun¢do da concentragdo do nucleo, e da concentracdo de FG, v4oy, em fungdao das
concentragdes de 6-APA e éster, respectivamente. O efeito inibitorio do 6-APA ¢ evidente
tanto na sintese do antibiotico quanto na hidrolise do éster. Ambas as reagdes decrescem com
o aumento da concentracdo de 6-APA. Contudo, como v,y decresce mais rapidamente que
van, a seletividade decresce com Cyy (vide Figura 19). Estes resultados estdo de acordo com
resultados experimentais presentes na literatura (Ospina et al., 1996a, Kasche et al., 1984,

Gongalves et al., 2002).
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Gongalves et al., 2002, estudando a sintese de amoxicilina, apresentaram
resultados mostrando um efeito de ativacdo e inibicdo do 6-APA na velocidade enzimatica
global (v4y + vrg, ou velocidade de formagao do complexo acil-enzima). Os autores mostram
que, com baixas concentracdes de 6-APA (até 10 mM), a velocidade global aumenta (efeito
de ativagdo) quando comparada com a velocidade global na auséncia de 6-APA, i.e., na
hidrélise do éster na auséncia de 6-APA. Quando a concentracdo de 6-APA aumenta, seu
efeito inibitdrio é evidenciado em de acordo com os resultados aqui obtidos.

Os graficos das figuras 16 e 17 ndo apresentam dados na auséncia de 6-APA e,
portanto, ndo ¢ possivel evidenciar o comportamento descrito por Gongalves et al., 2002, para
concentragdes de 6-APA abaixo de 10 mM. Embora se saiba que a velocidade de sintese de
ampicilina seja nula na auséncia do nucleo, ndo se tem a varia¢do da velocidade de hidrélise
na auséncia do 6-APA para verificar a velocidade global.

A partir da Figura 18, observa-se que com o aumento na concentragdo de 6-
APA (a partir de 100 mM), a hidrolise enzimatica do EMFG, tende a zero. Este ndo ¢ o
comportamento apresentado na literatura. Kasche et al.,, 1984, apresentaram dados
experimentais no qual a velocidade de hidrolise ndo tende a zero quando a concentragdo do 6-
APA foi aumentada (pelo menos até 100mM e usando apenas uma concentragdo de EMFG,
10mM). Baseados nesta evidéncia, os autores concluiram que o complexo acil-enzima-ntcleo
poderia sofrer um ataque nucleofilico da 4gua (reagdo 8 da Figura 8). E importante enfatizar,
no entanto, que os autores nio levaram em conta a hidrdlise inespecifica do éster, o que
reduziria a velocidade de hidrdlise enzimatica real. O efeito observado do 6-APA na hidrolise
enzimatica de EMFG demonstra um comportamento de inibi¢do como descrito para a
amoxicilina por Gongalves et al., 2002. Isto é uma forte indicagdo de que o complexo acil-

enzima-nucleo ndo pode ser atacado pela dgua, isto é, a reagdo 8 parece ndo ocorrer.
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Figura 16 Variagdo da velocidade inicial de formacdo de ampicilina (dividida pela carga enzimatica E).
Concentragdes de EMFG: 10 mM (m), 30 mM (©), 50 mM (A), 100 mM (V), 200 mM (¢) e 400 mM
(o). 25°C e pH 6,5.
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Figura 17 Variagdo da velocidade inicial de formagdo de fenilglicina (dividida pela carga enzimatica Eo).
Concentragdes de EMFG: 10 mM (m), 30 mM (o), 50 mM (A), 100 mM (V), 200 mM (¢) ¢ 400 mM
(o). 25°C e pH 6,5.
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Figura 18 Variacdo da velocidade inicial (enzimatica) de formacao fenilglicina (dividida pela carga enzimatica

Ey). Concentragdes de 6-APA: 10 mM (m), 25 mM (0), 50 mM (A), 100 mM (V) e 200 mM (0). 25°C
e pH 6.5. Barras de erro: desvio padrao estimado por triplicatas.

A Figura 19 mostra uma queda na razado S/H com o aumento na concentracao
de éster. Este comportamento (em desacordo com Youshko e Svedas, 2000b) ainda ndo foi
apresentado na literatura e indica que a formagao do complexo acil-enzima pode ocorrer com
o nucleo ja adsorvido a enzima. Apenas duas concentragdes de 6-APA estdo demonstradas na
Figura 19 (10 e 25mM). Como a velocidade de hidrdlise enzimatica tende a zero com o
aumento na concentragdo do nucleo, a razdo S/H tende a infinito, dispersando
demasiadamente os pontos no grafico.

Youshko et al., 2003, estudando a ligacdo do nucleo ao centro ativo da PGA,
testaram varios modelos e comparam com dados experimentais (obtidos para concentragdo de
6-APA até 60 mM). Segundo os autores, embora um modelo completo como o da Figura 8
possa ajustar-se aos dados experimentais, um modelo mais simples também poderia. O
modelo que melhor representou seus dados foi assumindo que o 6-APA agiria como inibidor
nao-competitivo na formag¢do do complexo acil-enzima. Isto é, reagcdes N°, 5 ¢ 6 ndo sdo

levadas em consideracdo. Nossos dados, ao contrario, ndo poderiam ser explicados por um
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modelo tao simples. Uma dependéncia da S/H em fun¢ao da concentracao do EMFG, apenas
aparece quando as reacdes 5 e 6 da Figura 8 sdo levadas em consideragdo. Isto ¢, ks, ks e k¢
ndo podem ser desprezados. Simplificagdes do mecanismo global assumindo inibi¢do nao-
competitiva do 6-APA na formagdo do complexo acil-enzima (k¢ = 0), ou inibi¢ao
competitiva do 6-APA na ligagio do EMFG a enzima (ks = k.s = 0), todas apresentariam a
razdo S/H independente da concentracdo do EMFG.

Utilizando todos os passos do mecanismo da Figura 8, obtém-se a seguinte
equacdo para a razao entre as velocidade iniciais de sintese e hidrolise (S/H)

CNH (Pl +P2CAB +P3CNH +P4CABCNH +P5C1%/H)
P6 +P7CAB +])8CNH +})9C1%/H +P10C13<7H +1)llCABCNH +]312C1%/HCAB

(16)

(S/H)CAN:O =

onde P; (1= 1,2,...12) sdo agrupamentos de constantes cinéticas.

Para se chegar a Equagdo 16, foi empregada a abordagem de estado
estacionario de Briggs-Haldane (Schulz, 1994). Portanto, nenhum passo intermediario foi
assumido estar em equilibrio. Embora todo o mecanismo tenha sido utilizado, a omissao das
reacoes 8 e 4 ndo alterariam o resultado dessa equacao.

Ajustar todos os parametros de uma equacdo complexa como a Equacdo 16
seria um problema quase intratavel e esta fora de nosso escopo. Contudo, pode-se apresentar
uma estrutura minima do mecanismo cinético que recaia em uma equacgdo de velocidade
consistente com os dados experimentais obtidos. Um ajuste ilustrativo do modelo completo

(baseado na Figura 8) da razdo entre as constantes aparentes de desacilagdo, (k,, /kq )ap,

Equagdo 4, em relagdo a concentragao do éster, estd demonstrado na Figura 20. Os parametros
se mostraram altamente correlacionados, como esperado, e seus valores ndo serdo
apresentados, mas o ponto importante ¢ que apenas um modelo “completo” poderia explicar

qualitativamente nossas observagoes (Ribeiro et al., 2005a).
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Figura 19 Raz@o entre as velocidade iniciais de sintese e hidrélise em fungdo da concentragdo de éster.
Concentragdo de 6-APA: 10 mM (m) e 25 mM (0). Sintese enzimatica de ampicilina a 25°C e pH 6,5.
Barras de erro: d.p. estimado de triplicatas.
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Figura 20 Razdo entre as constantes de velocidades aparentes de desacilagdo, (ky/ks)ap = (H/S).Cng. em funcdo
da concentracdo de EMFG. Concentragdes de 6-APA: 10 mM (m) e 25 mM (©0). pH 6.5 e 25°C. Ajuste
ilustrativo da Equagéo 4 (....).

Nota-se que a hipdtese de que o complexo acil-enzima deva se formar antes da
ligagdo do nucleo B-lactdmico a enzima na sintese do antibidtico ndo explica os dados

experimentais obtidos. De fato, qualquer mecanismo ao qual ndo sejam incorporados os
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passos 5 e 6 da Figura 8 apresentard ambas as razdes, S/H e (kH [k )ap, independentes da

concentra¢cdo do derivado do doador acil (EMFGQG).

Por fim, algumas hipoteses podem ser feitas sobre o mecanismo de reagao.

1) A ligacdo do 6-APA a enzima livre € possivel (conforme resultados cinéticos obtidos neste
trabalho e por outros autores, Youshko e Svedas, 2000b, Youshko et al., 2003, Gongalves
et al., 2002), embora nao haja dados cristalograficos comprovando tal fato. Isto implica em
uma movimentacao dos residuos Arg o145 e Phe o146 mesmo na auséncia de ligantes de
derivados do acido fenilacético.

2) A formagdo do complexo enzima-nucleo a partir do movimento dos residuos Arg al45 e
Phe 0146 ndo altera o centro catalitico da enzima. Nao impede completamente a entrada de
certos ligantes como o derivado do doador acil (EMFG) embora dificulte estericamente sua
passagem ao centro ativo, diminuindo assim as velocidades de reacdo. Entretanto, pode
impedir a entrada de ligantes maiores tais como o antibidtico recém formado, explicando o
fato do 6-APA ser um inibidor competitivo na hidroélise do antibidtico como verificado por
Gongalves et al., 2003.

3) O complexo acil-enzima-nucleo ndo pode ser hidrolisado. Isso pode indicar que a molécula
de 4gua, a qual provoca o ataque nucleofilico ao complexo acil-enzima, se ligue a0 mesmo
residuo que o 6-APA. Ou seja, o ataque pode ser feito por uma das moléculas de dgua que,
por pontes de hidrogénio, se liga a Arg al45 e ao grupo carboxilico carregado do anel
tiazolidina do nucleo B-lactamico (vide Figura 7).

Por fim, esses resultados mostram que altas concentragdes de 6-APA e baixas
de EMFG aumentam a seletividade da enzima em direcdo a sintese. Esta informagao ¢ muito
util na definicdo de uma estratégia de inicio de operagdo (start-up) em um reator tipo

batelada-alimentada. Entretanto, altas concentragdes de 6-APA também inibem a velocidade
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de sintese de antibiotico. Portanto, a concentragdo 6tima de substratos no inicio do reator vira

de um compromisso entre seletividade e produtividade.
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3 Influéncia da difusado intra-catalisador no perfil de pH

O pH ¢ um dos fatores de maior influéncia na sintese cineticamente controlada
de penicilinas semi-sintéticas. O pH tem efeito sobre a dissocia¢do dos reagentes e produtos,
assim como sobre sua solubilidade. Exerce efeito, ainda, sobre o estado de ionizagdo do sitio
ativo da enzima, o que afeta sua atividade catalitica (vide se¢do 1.4.1).

Devido a diferenga entre as constantes de dissocia¢do de reagentes e produtos,
bases e acidos sdo gerados e consumidos no decorrer da reagdo de sintese de penicilinas semi-
sintéticas. Em biocatalise heterogénea isto pode levar a um gradiente de pH devido aos
fendmenos de reacdo e difusdo dos reagentes e produtos dentro do biocatalisador. Como a
cinética e o rendimento da reacdo dependem fortemente do pH, a difusdo pode ter grande
influéncia na sintese enzimatica.

Spiess et al., 1999, estudaram o efeito reativo-difusivo na hidrolise de
penicilina G utilizando enzima imobilizada (EupergitC, EupergitC205L, com raio médio de
80 wm) e verificaram experimentalmente a formac¢ao de um gradiente de pH no interior do
biocatalisador. Resultados obtidos pelos autores indicam uma queda média no pH de 1 a 2,5
pontos no interior do biocatalisador. Uma queda desta grandeza nas sinteses de penicilinas
semi-sintéticas, que ocorre em pH mais baixo (~ 6,5), poderia reduzir a atividade enzimatica a

zero, tornando as velocidades de reagdo dificeis de predizer no interior do biocatalisador.
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3.1 Modelos para calculo do pH

3.1.1 Dissociacao dos componentes da sintese enzimatica de ampicilina

Como mencionado na secao 1.4.1, substratos e produtos envolvidos na sintese
enzimatica cineticamente controlada de ampicilina contém pelo menos um hidrogénio
dissociavel. Fenilglicina, 6-APA e ampicilina tém grupos amino e carboxilico e assim, se
apresentam em solugdes aquosas como ions positivos (cations), negativos (anions) ou como
ions com ambas as cargas (zwiterion), dependendo basicamente do pH, como mostra a Figura
21. EMFG tem um grupo amino apenas e pode estar presente na forma carregada
positivamente ou na forma neutra. Como as reagdes de dissociacdo sdo muito rapidas, ¢é
possivel considerar as varias espécies carregadas em equilibrio. Neste caso, para as espécies
que contém grupos amino e acido carboxilico, o equilibrio pode ser expresso pela Equagao 2,

reescrita abaixo em termos de fragdo molar ¢ coeficientes de atividade:

Ve

Vs (17)
7=

Y

onde a,, ¢ a atividade hidrogenidnica, x+ denota a fragdo molar da espécie quimica

carregada positivamente em solucao, e y+, seu coeficiente de atividade, e assim por diante.
O balango de massa para um componente i em relagdo a suas espécies
carregadas ¢é:
X, =X, +X, +Xx,_ (18)
onde x; ¢ a fragdo molar de i em solugdo. Observe que x;, = N, /N, , onde N; ¢ o numero de

moles de i e Nz, o nimero de moles total presente em solucao (3 N;). As Equagdes 17 e 18

podem também ser escritas em termos de concentracao molar:
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C,
Kal’,‘ _ aH+ Cti . 7/1+
C:‘Jr 7/1+ (19)
Kazl aH+ L. }/z_
, Ci+ 7li
C, =C,+C,+C,_ (20)

onde C; ¢ a concentracdo do componenteie C;, = x, N, / V', sendo V o volume da solugao.

Manipulando as Equagdes 19 e 20, a concentragdo de qualquer espécie
carregada de um componente pode ser descrita em termos de pH, pKa; o, € pKa; o, € da

concentragdo total do componente i em solugdo, C:

C, = ! C

10(2-PH—PK1(,i3p _PKéliz)w) + lo(PH‘pKl(Zp) +1 !

1 0(2-pH -pk{D) —pK{" )

C,', = IO(ZAprpKl(_',,)p*PKéft)rp) n lo(pﬁprl(.t“)p) + 1 Ci (21)
lo(pH_pKl(fu)p)
N TR AT B TR
10 v el 110 7+l
onde
pH =—log(a,.)
pKay,, = _log(Kal(")%j (22)

pKaj), = —log(Kagi)%j

Caso se assuma que a solugcdo se comporta como uma solugdo ideal, os

coeficientes de atividade tenderdo a unidade, 1.e., y—1 e:

pKa,, = pKa = -log(Ka) (23)
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Figura 21 Variacdo da fragdo molar das diferentes espécies eletricamente carregadas da ampicilina em solugdo
versus pH. Curvas construidas a partir da Equac¢do 21. Valores de pKa,,, a 25°C, retirados da Tabela 2.
(—) cation, (— —) ion dipolar, (---) anion.

3.1.2 Balanco de cargas e o calculo do pH

O balango de cargas no reator de sintese enzimatica de ampicilina se baseia na
neutralidade elétrica de sua solucdo reacional. A incorporacdo desta equagdo no modelo do
reator permite calcular o pH a partir das concentragcdes dos componentes presentes na sintese
enzimatica de ampicilina, sabendo-se a concentragdo de contra-ions de bases e acidos fortes
presentes na solugdo. Sendo o reator de sintese de ampicilina uma solugdo eletricamente

neutra, o balango de cargas deve ser verificado:

+ o+ - - _
Zzi C; —Zzl. c =0 (24)
i i
onde z/ e z; sdo os numeros de cargas por mol, positivamente e negativamente carregadas

respectivamente da espécie, positiva ou negativa, do componente i. ¢, e ¢, sdo as

concentragdes da espécie i positivamente e negativamente carregadas respectivamente. O
calculo da concentracdo de cada espécie carregada ¢ feito supondo equilibrio das reagdes de

dissociacdo de cada componente como descrito na Se¢do 3.1.1.
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Portanto, o balango de cargas em um reator de sintese enzimatica de ampicilina

nc nc
+ - —
(E ¢ — E ciJ+(cNa+—cCl)+(cH+—cOH)—0 (25)
onde c¢,. ¢ a concentragdo hidrogenidnica, ¢, a concentragdo de hidroxilas na solugdo

. r 4 + - o~ 4 A
reacional e nc ¢ a numero de componentes. Na e C/ sdo contra-ions que vém de bases e
acidos fortes adicionados a solugdo reacional para manté-la em pH desejado ou contra-ions
que estdo inicialmente presentes nos reagentes. Observe-se que, se forem admitidos

coeficientes de atividade iguais a unidade:

H,O& OH +H” Kw=c, .c (26)

OH~

pH =—log(c,.)

27)
pKw = —log(Kw)

Considerando solugdo ideal (y = 1) e substituindo as Equacdes 21, 26 ¢ 27 em
Equacdo 25, o balango de cargas pode ser escrito em fung¢do da concentragdo total do
componente i na fase aquosa, do pH e da soma das concentrag¢des de contra-ions:

C,.-C. —a,(pH,pKw)-Y a, (pH,pKa{", pKa{").C; =0 (28)

i=1

ou, se considerar C., = (CNf -C. ),

C., =a, (pH,pKw)+ Zai (pH,pKaf”,pKaé”).Ci (29)
i=l1
or (k=0, 1, .., nc) sdo fungdes de constantes de dissociagdo e do pH apenas.
Assim, se o pH for dado e as concentragdes das espécies i (i = 1, 2, ..., nc) forem conhecidas,

a concentragao referente a diferenca entre cargas de contra-ion, C¢;, também o serd, e podera

ser calculada diretamente por meio da Equacao 29. Caso se tenha o valor de C¢; e se queira
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calcular o valor do pH, o calculo ndo sera direto e um algoritmo de resolucdo de equagdo
algébrica ndo-linear deve ser utilizado.

Neste trabalho Cc¢; serd denominado, de forma simplificada, de concentragao
de contra-ions. Em reator de sintese de ampicilina, com o decorrer da reacdo, a principal
variagdo desta variavel com tempo ocorre devido apenas ao ion sodio, ou mais precisamente,
a adi¢do de hidroxido de s6dio (NaOH) para o controle de pH. Entretanto, em um reator semi-
continuo, contra-ions de bases ou acidos fortes podem ser introduzidos junto com os reagentes

alimentados.

3.2 Ensaios computacionais

Para verificar um possivel surgimento de gradiente de pH no decorrer da SCC
de ampicilina ao utilizar biocatalisador de PGA imobilizado em matriz sélida, foram
realizadas simulagdes em computador. O estudo baseou-se em dois biocatalisadores de PGA
imobilizada em gel de agarose, um contendo baixa carga e outro alta carga de enzimas
imobilizadas. A utilizagdo destes dois tipos de catalisador se deve a presenca de dados de
difusividade efetiva para eles. Para o primeiro, como ja proposto anteriormente (vide se¢ao
2.7.1), a difusividade molecular em 4gua pode ser utilizada. Contudo, em reatores industriais,
a demanda de biocatalisadores com alta carga enzimatica sera inevitdvel a fim de aumentar o

espaco util do reator e a produtividade do processo.

Modelo para o calculo do perfil de pH intra-particula na SCC de ampicilina

A predi¢ao do perfil de pH em biocatalisador de PGA imobilizada em gel de
agarose se deu a partir do perfil calculado de concentragdes das diversas espécies presentes na
sintese de ampicilina desprezando o efeito do pH na cinética. A partir deste perfil de

concentragoes, o perfil de pH foi calculado. Essa hipotese foi necessaria em virtude de nao se



81

dispor de dados de velocidade de reagdao a diferentes pHs, para essa enzima. Portanto, os
resultados sdo qualitativos, apenas, mas servem para indicar tendéncias no comportamento do
sistema. O modelo reativo-difusivo do reator e o modelo cinético utilizados foram similares
ao utilizado na se¢do 2.7.1. Para o calculo do perfil de pH, diversas hipdteses tiveram que ser
adotadas visando a facilitar a resolugdo do problema matematico. Algumas dessas hipoteses
seguem as propostas por Spiess et al., 1999, para o calculo do perfil de pH no interior de
biocatalisadores de PGA imobilizada para a hidrdlise de penicilina G. As principais
simplificagdes foram:

- difusdo dos componentes ¢ descrita utilizando a lei de Fick, desprezando o
potencial de difusdo devido as cargas i0nicas. Isto ¢, a difusividade efetiva de um componente

i ¢ a mesma para qualquer forma carregada que o componente assuma.

D,,=D,.=D,. =D, (30)

- assume-se neutralidade local da solugdo eletrolitica (Equagdo 29), o balango

de cargas de todos os componentes deve ser igual a zero em toda particula:
Cerl6.0)=an(pH(E.1) pKw)+ Y, (pH(E.0) pKal”. pKa)C, (€1) G1)

Outra hipdtese necessaria para o calculo refere-se a difusividade de ions
pequenos. No modelo utilizado, o controle de pH ¢ feito por adicdo de hidroxido de sédio
(NaOH) e se assume que a difusividade efetiva do ion sédio, Na“ (ou cloreto, CI), é
suficientemente alta para que o ion esteja uniformemente distribuido em relagdao ao raio do
biocatalisador.

Os valores de constantes utilizados nos célculos estdo na Tabela 4 (pagina 61).

Outros valores, ndo presentes nessa tabela, sdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela5 Valores de constantes utilizados na simulagdo: coeficiente molecular de difusdo em agua (D);
coeficiente de difusividade efetiva (De) para PGA imobilizada em gel de agarose com alta carga
enzimatica (90 Ul/mly) (Ferreira et al., 1999); e constantes de dissociagdo (pKa).

Componente D/(s/cm?) De/(s/cm’) pKa, pKa,
EMFG 6,5%10° 7,6%10° 7,0° -
Ampicilina 43x10° 5,010 2,77 72"
6-APA 6,2x10° 6,9x10° 2,5 49"
FG 1,0x10°® 1,0x10® 22" 9,3"

* Fernandez-Lafuente et al., 1996; “Houe Poole, 1969; ™ Diender et al., 1998.

Resolucao dos perfis de concentragao

O sistema de equacdes diferenciais parciais do modelo reativo-difusivo
(Equacgdes 10 e 11) foi resolvido por método das linhas (Pinto e Lage, 2001) implementando
em FORTRAN. As equagdes foram discretizadas em relagdo a & por diferencas finitas e
integradas no tempo como um problema de valor inicial (PVI) utilizando o algoritmo de
Runge-Kutta-Gill de 4* e 5* ordem com passo variado (Press et al., 2002). Com base em testes
de precisao numérica, foram escolhidos 41 pontos de discretizagdo quando utilizando dados
de biocatalisador com baixa carga enzimatica e 61 pontos para biocatalisador com alta carga

enzimatica.

Resolucao do perfil de pH

Para calcular a concentragio de ifons Na' no interior dos poros do
biocatalisador, assumiu-se um controle ideal de pH no reator. Assim, usando as concentragdes
dos componentes da sintese calculadas no seio do reator (Cis) e resolvendo o balango de
cargas (Equagdo 31) para o reator, a concentragao de base (C¢ ) necessaria para manter o pH
no seio do reator a 6,5 foi calculada. Esta concentracdo ¢ dada como constante dentro do
catalisador (assumindo a difusividade de Na' suficientemente alta para se desprezar sua
dindmica de difusdo nos poros).

Usando os perfis de concentracdo obtidos na solugdo do sistema reativo-

difusivo e a concentragdo de contra-ion (C¢ ), € possivel calcular a concentracdo de pH no
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interior da particula resolvendo o balango de cargas para cada ponto de discretizagdo. Como
ndo ¢ possivel isolar o pH para um lado da equacdo (Equacao 31), o algoritmo zbrent (Press et

al., 2002) foi utilizado como método de resolug¢do da equacgao nio-linear resultante.

3.3 Discussao dos resultados obtidos

Resultados do calculo do perfil teorico de pH no interior do biocatalisador com
baixa carga enzimatica (18Ul/mlg) estdo apresentados na Figura 22. Concentragdes iniciais
de 6-APA e EMFG utilizadas foram de 50 ¢ 10 mM, respectivamente. Segundo o grafico da
Figura 22, apenas um pequeno decréscimo (menos que 0,01) do pH ¢ esperado para este
biocatalisador. Vale notar que, na Figura 21A, os perfis de pH correspondentes a 7 ¢ 10
minutos sdo quase coincidentes o que sugere que o perfil ndo varie muito, mesmo com o
passar do tempo de reacdo. Neste caso, portanto, o perfil de pH pode ser desprezado e seu
valor assumido como constante. Assim, um modelo pseudo-homogénio, onde se admite que a
enzima esteja homogeneamente distribuida no reator, pode predizer o sistema reacional com
certa precisdo. Contudo, para aplicagdes industriais, um grande volume de biocatalisador seria
necessario para aumentar a produtividade. Portanto, um biocatalisador com alta carga
enzimdtica ¢ preferivel industrialmente. Além disso, altas concentragdes de substratos,
proximas ao limite de solubilidade, podem ser necessarias para aumentar rendimentos da

sintese cineticamente controlada (Schroen et al., 2002).
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Figura 22 Simulagao dos perfis de pH (A) e da concentragdo de EMFG (B) no interior do biocatalisador com
baixa carga enzimatica (18 Ul/mly). R, = 2,0 10 m.

Simulacdo de sintese de ampicilina utilizando biocatalisador com alta carga
enzimatica (90UI/mlg) ¢ mostrada na Figura 23. Nesta simulac¢do, concentragdes proximas
do limites de solubilidade dos substratos foram utilizadas. Os baixos coeficientes de difusdo
para este biocatalisador geram uma importante mudanga no perfil de concentragdes dos
componentes no interior das particulas, como ¢ mostrado na Figura 23B para o EMFG.
Segundo Ferreira ef al., 1999, em catalisadores com altas cargas enzimaticas, a resisténcia ao
transporte de massa nos poros € agravada pelo efeito restritivo espacial das proprias moléculas
de enzima. Conseqiientemente, as difusividades efetivas dentro de catalisadores com altas
cargas sao bem menores que as dos catalisadores com baixas cargas enzimaticas (Tabela 5).

Observa-se que o perfil de concentragdes do substrato no interior da particula
altera-se bastante durante a reacdo, diferentemente do comportamento apresentado na Figura
22B. Perfis acentuados de concentragdo acabam por produzir perfis acentuados de pH, como
se verifica na Figura 24A.

Valores baixos de pH (menores que 6) fazem a atividade enzimatica — e
conseqiientemente, a produtividade — cair drasticamente. Embora o pH aumente com o tempo
de reagdo, ele leva alguns minutos para alcangar regides de trabalho da enzima (pH entre 6 e

8). Como a cinética usada para o célculo foi ajustada para um pH constante, a resposta do
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modelo ndo pode ser utilizada como predi¢ao quantitativa. Em contraste, a baixa atividade
enzimatica, a baixos valores de pH, pode fazer com que a difusdo seja mais rapida que a
reacdo o que poderia causar uma reducao no gradiente tedrico de pH obtido. Mesmo assim, os
resultados indicam um decréscimo de pH que poderia reduzir consistentemente a atividade
enzimatica aparente ¢ a estabilidade da enzima. O uso de um tampao com pKa préoximo a 6,5
poderia contornar este problema. Observe que a utilizacdo de 1 mol.litro" de um tampao
hipotético (pKa = 6,5) reduz consideravelmente a queda de pH no interior da particula, como
pode ser visto na Figura 24. Contudo, a adi¢do de tampao aumentaria ainda mais a forca

ionica do meio, o que poderia afetar a ainda mais sintese do antibiotico.
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Figura 23 Simulag@o dos perfis de concentracdo no seio do reator e o perfil de concentragdo do EMFG no
interior do biocatalisador com alta carga enzimatica (90 Ul/mly). R, = 2,0% 10* m.

Portanto, verificou-se que biocatalisadores com baixas cargas enzimaticas
apresentam, teoricamente, resisténcia difusiva baixa o que gera perfis pequenos de
concentragdo. Estes perfis por sua vez ndo sdo grandes o suficiente para gerar gradientes de
pH que afetem significativamente a sintese enzimatica de ampicilina. Isto possibilita, para
este catalisador, o uso de um modelo de reator pseudo-homogéneo, isto é, um modelo de

reator onde toda a carga enzimatica esteja distribuida homogeneamente em seu interior. No
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caso de se utilizar esta hipotese no modelo um reator onde haja biocatalisador com alta carga
enzimadtica, os resultados obtidos se baseardo em cinéticas aparentes. As correspondentes
velocidades de reacdo terdo agrupados em seus parametros efeitos de transporte de massa, que

se refletem em variagdes de pH intra-particula, que por sua vez irdo alterar as velocidades de

reacao.
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Figura 24 Simulagdo do perfil de pH no interior de biocatalisador de PGA imobilizado em gel de agarose com
alta carga enzimética (90 Ul/mly). A) sem tampdo. B) com concentracdo de 1 mol.litro” de um
tampdo hipotético com pKa = 6,5. Curvas de nivel indicam diferenca de 4 minutos de reagao.

Por fim, os resultados indicam que um modelo que possa predizer a sintese
enzimadtica cineticamente controlada de ampicilina utilizando biocatalisador industrial (com
alta carga enzimatica) deve levar em conta os efeitos do pH na cinética. Entretanto, para se
fazer isso de forma consistente, seria necessario ajustar cada uma das constantes cinéticas (kj,
k., ko, ko, ..., ks, kg, kn, ko, ..., KN, k77N, Vide mecanismo da Figura 8) em fungdo do pH.
Além disso, as velocidades de varias reacdes elementares dependem da concentracao de certas
espécies reativas de cada componente (6-APA com grupo amino neutro, por exemplo) e isto

também deve ser levado em consideragdo em um modelo completo que leve em conta a

dependéncia do pH. O ajuste de um modelo completo, no entanto, seria uma tarefa dificil, ou
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mesmo intratdvel. O simples ajuste de toda cinética completa necessitaria um conjunto
enorme de dados experimentais e, assim mesmo, provaveis problemas de correlagao
paramétrica apareceriam ao se tentar ajustar todos os parametros. Realizar o ajuste cinético
para varios valores de pH e ajustar constantes cinéticas em fungdo deste ¢ impraticavel.
Portanto, um modelo para a sintese cineticamente controlada de ampicilina utilizando
biocatalisador de PGA com alta carga enzimatica deve combinar aspectos fenomenologicos

com modelos empiricos, déem fungdo da disponibilidade de dados experimentais e da

necessidade de extrapolacdo do modelo.
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4 Otimizacao Dinamica

A otimizagdo de reatores tipo batelada-alimentada utilizando técnicas de
otimizagdo dindmica tem atraido a atencdo em anos recentes nas industrias quimica,
bioquimica e farmacéutica (Srinivasan et al., 2003, Joly e Pinto, 2004, Sengupta e Modak,
2001). Redugdes de custo, aumento na qualidade do produto, cumprimento de requisitos de
seguranga e regulamentagdes ambientais vém direcionando as indudstrias a otimizar suas
operacoes.

A sintese enzimatica cineticamente controlada de antibidticos B-lactdmicos
semi-sintéticos, como mencionado anteriormente, pode ocorrer em pH neutro e temperaturas
moderadas sem a necessidade de solventes organoclorados. Isto faz dela uma alternativa
promissora a sintese quimica atual em termos de reducao em impactos ambientais. Contudo,
baixos rendimentos ainda fazem desta, uma rota ineficiente frente a sintese quimica e,
portanto, sao grandes obstaculos na implantagdo da rota enzimatica em escala industrial. A
utilizacdo de reator semi-continuo integrado, onde produtos se cristalizam no decorrer da
reacdo pode contornar varios efeitos indesejaveis presentes na sintese enzimatica € vem se
destacando como um processo promissor. Contudo, as abordagens ad hoc utilizadas para este
caso devem ser substituidas por métodos sistematicos na busca de maximos rendimentos e
seletividades.

A otimizacao dinamica permite o céalculo de politicas 6timas de operagdo para
um processo (por exemplo, a melhor funcao de alimentagdo em um reator) que assegurem a
maximizacdo de um indice de desempenho pré-definido. Este, geralmente, ¢ a produtividade,
ou um indice econdomico derivado do perfil de operagao ou do estado final do processo,

(Banga et al., 2005).
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Em processos onde reatores sdo operados em batelada (ou batelada alimentada)
as variaveis de estado mudam com o decorrer da reagdo. Nao ha um estado estacionario, isto
¢, um valor fixo 6timo (set-point) no qual as variaveis-chave devem ser mantidas com o
objetivo de otimizar a operagdo (Srinivasan et al., 2003). Ao contrario, o principal objetivo
nesses processos nao ¢ manter o estado em um valor fixo 6timo e sim, maximizar um critério
de desempenho (fungdo objetivo) durante e/ou no final do processo.

O problema de controle 6timo basico consiste em encontrar perfis das varidveis
de controle (varidveis de decisdo dindmicas) u(f)', valores de pardmetros de controle ou de
projeto p (varidveis de decisdo estéticas), e possivelmente o tempo final de um processo, #
que maximizem (ou minimizem) um funcional escalar de desempenho, J (fungdo objetivo ou
funcao custo, Ramirez, 1994). Geralmente, o problema ¢ apresentado utilizando como modelo
um sistema de equagdes diferenciais ordinarias (EDQO’s) com valor inicial. Sua formulagao

pode ser posta da seguinte forma:

min J(u, p) =y (x(t,), p,t,)

K(I),E,f/

sa.: K= f(x(0),u(t),p,t), x(t,)=x,
(32)
g(x(0),u(?), p,t) =0

S(x(@),u(®),p)<0  T(x(z,))<0

onde J ¢ um indice de desempenho (um valor escalar), x, o vetor de variaveis de estado cujas
condi¢des iniciais, xy, geralmente sdo conhecidas. g € o vetor das restricdes de igualdade sobre
a trajetoria. g pode incorporar também equagoes algébricas de estado, caso haja alguma. S é o

vetor de restrigdes de desigualdade sobre a trajetéria, ¢ 7, o vetor de restricoes de

1 , . . . . .
Letras e outros simbolos com um trago embaixo indicam vetores e com dois tragos, matrizes.
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desigualdades no estado final. O vetor § compreende todo e qualquer limite (fronteiras)
imposto sobre as variaveis de estado e de decisdo. Por exemplo:

Imin - E(t)

S = E(t)_zmax <0 33
= gmin_g(t) o ( )

M(f) U ax

b

onde os indices “max” e “min” correspondem aos limites maximos e minimos destas
variaveis.

Vale a pena notar que o funcional de desempenho, J ( Equacdo 32), ¢ muitas

vezes definido com um termo integral como na equag¢ao abaixo:

— .
I, p) =y (xlt).pot ) + || F e (34)
onde F' ¢ um escalar. Mesmo que o termo integral seja necessario para a definicdo do

funcional, o problema ainda pode ser reescrito e convertido na forma do problema original

(Equagédo 32) adicionando-se ao sistema uma nova variavel de estado &

custo

= F(x,u,t), onde

x,,.,(0)=0. Ento, o custo terminal pode ser obtido da seguinte forma:

J(, p) =w(x(t,), p.t, )+ X, (t,) (35)

O problema de controle 6timo, a partir de sua Formulacao Direta (Equacao 32)
pode ser reformulado em outras duas maneiras utilizando: o Principio do Minimo de
Pontryagin (PMP); e o Principio de Optimalidade de Hamilton-Jacobi-Bellman (HJB).
Segundo Srinivasan et al., 2003, os métodos numéricos para a resolucdo do problema de
controle 6timo podem ser classificados conforme sdo tratadas as variaveis de estado e de

controle, como mostra a Tabela 6.
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Tabela 6 Classificagdo de esquemas numéricos para otimiza¢ao dindmica (Srinivasan et al., 2003)

Formulaciao do Problema
Variaveis
Direta PMP HJB
Estado Parametrizadas o Varidveis adjuntas e de e A
) Abordagem simultanea . Programagdo Dinamica
Controle Parametrizadas estado parametrizadas
Estado Continuas L . . -
. Abordagem seqiiencial ~ Método do gradiente
Controle Parametrizadas
Estado Continuas Abordag;m E‘a ) -
1 , parametrizacao Shooting Method
Controle Continuas analitica

4.1 Métodos Diretos

Me¢étodos diretos de resolugdo de problemas de otimiza¢do dindmica sdo os
mais popularmente utilizados. Nestes métodos, o problema original de controle o6timo
(Equagdo 32) ¢ transformado em um problema de programa¢do ndo-linear (PNL). Duas
abordagens sdo comumente encontradas (Vassiliadis et al., 1994): abordagem seqiiencial,
onde ¢ feita a parametriza¢do do vetor de controle (PVC); e a abordagem simultanea, onde
ambos os vetores, de controle e de estado, sdo parametrizados, de tal forma que o problema de
controle 6timo (Equagdo 32) ¢ inteiramente expresso por um sistema de equagdes algébricas
ndo-lineares. A idéia principal dos métodos diretos ¢ transformar um problema de otimizagao
dindmica de dimensao infinita em problema de PNL de dimensdo finita. Os métodos diretos
sao muito utilizados, pois sdo relativamente faceis de implementar. Além disso, encontram-se
na literatura (Edgar et al., 2001) diversos algoritmos robustos para a resolucdo de problemas
de PNL. Geralmente, a tGnica desvantagem destes métodos recai na escolha do tipo de
parametrizacdo (freqlientemente escolhida pelo usuério) que pode definir o desempenho dos

resultados da otimizagao.
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4.2 Métodos Indiretos

Os métodos indiretos de resolucdo de problemas de otimizagdo dinamica sdo
baseados na teoria classica de controle 6timo, que emprega conceitos de calculo variacional.
Usando o Principio do Minimo (ou Maximo, de acordo com a formula¢do do problema) de

Pontryagin, o problema apresentado em (32) ¢ geralmente posto da seguinte forma:

min - H(0)=A" f(x(0),u()+ 1" S(x(0),u(0))

S.a.
L= f(x(0),u(), x(0)=x,
(36)

_oH o \_dy
B=-"m il)=7"

e

1 S@O.u0)=0 &' T(x(t,))=0

onde H ¢ o Hamiltoniano; A(t) ¢ o vetor das varidveis adjuntas (também chamadas variaveis

7

de co-estado) de dimensdo n (multiplicadores dinamicos de Lagrange); u(t) € o vetor dos

multiplicadores de Lagrange para as restrigdes de trajetéria de dimensdo k; & € o vetor dos

multiplicadores de Lagrange para as restri¢des terminais de dimensao /. x; (t")>0 se,em ¢,
a j-ésima restri¢do de trajetoria estiver ativa; caso contrario, x; (t")=0. De forma aniloga,

&; >0 se aj-ésima restri¢do terminal estiver ativa, caso contrario, &; =0 (Srinivasan et al.,

2003).

A condigdo necessaria para que u(f) seja 6timo ¢€:

0
MW _yr 9Ly g @7)
ou ou — Ou

Para um tempo terminal (#) livre, a seguinte condicdo deve ser satisfeita

(Ramirez, 1994):
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H(t,)=0 (38)

Se uma condic¢do inicial x;(0) estiver livre, i.e., se ela também for uma variavel
de decisdo, a seguinte condi¢cdo deve ser cumprida para se alcangar um extremo do funcional
de desempenho (Ramirez, 1994):

2,(0)=0 (39)

Se uma varidvel de estado estiver fixada no tempo final, (x(¢,) = x,), entdo
A4,(t;) ndo ¢ dada pela Equagdo 36. Como as condigdes de contorno para as varidveis de

estado e varidveis adjuntas estdo separadas (valor inicial para as varidveis de estado e
condicdo final para as variaveis adjuntas, Equacdo 36), o problema de otimizacdo recai na
resolu¢do de um problema de valor de contorno em dois pontos (two-points boundary value
problem, TPBVP).

Embora muitos autores tenham utilizado a formulagdo PMP (Ramirez, 1994,
Sengupta e Modak, 2001), esta abordagem ¢ geralmente evitada, pois o TPBVP pode ser
muito dificil de resolver, especialmente quando ha restricdes envolvendo variaveis de estado
(Banga et al., 2005). Além disso, o calculo de derivadas analiticas se torna muito laborioso

em modelos complexos.

4.3 Ensaios de otimizacao dinamica

Algoritmos para a otimizacdo dinamica da SSC da ampicilina foram
implementados. Para isso, um modelo simplificado do reator integrado foi proposto. Duas
abordagens foram comparadas, uma utilizando a formulag¢do direta e outra, a formulagdo

indireta.
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4.3.1 Modelo simplificado de reator integrado

A Figura 25 mostra um esquema de reator para a sintese enzimatica de
ampicilina. A enzima (PGA) ¢ imobilizada em particulas (gel de agarose, por exemplo). Ha
duas correntes independentes de alimentagdo em estado solido, correspondendo as
alimentagdes de reagentes no reator. Outra corrente de alimentacdo, em estado liquido,
adiciona hidroxido de s6dio (NaOH) com o proposito de manter o pH em valor de set-point
(6,5) o que ocasiona um aumento no volume do reator. A temperatura ¢ também controlada
(25°C) utilizando reator encamisado. Cristais sao formados devido a baixa solubilidade dos
produtos. Quando o volume do reator ¢ completado, a reacdo para e os produtos (cristais) sao

separados da fase aquosa e do biocatalisador, usando uma peneira no fundo do tanque

reacional.
FSAPA
- ] QNaOH
FEMFG
[ ]
T . e ®
v
pHe iy .
[ ]
Cristais

e Biocatalisador
Peneira

Figura 25 Esquema do reator semi-continuo integrado proposto para a sintese enzimatica industrial de
ampicilina.

Ressalta-se aqui que, embora a alimentacao de reagentes seja em estado solido,
ha um aumento do volume da parte liquida do reator devido a vazao de NaOH (como agao de
controle) necessaria para manter o pH em valor 6timo de sintese (6,5). Com o decorrer da
reacdo de sintese, a alimentacao de solucdao de base ¢ necessaria para manter o pH constante,
contudo, o aumento de volume devido a esse fator pode ser — de forma grosseira —

desprezado. Entretanto, ao adicionar substratos em estado solido o pH tende a cair
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bruscamente e, portanto, uma alta vazao de base ¢ necessaria. A queda do pH se deve a adi¢ao
do éster (EMFQG) cujo reagente se encontra em forma cloridrato (i.e., apresenta uma molécula
de cloreto de hidrogénio, HCI, para cada molécula de éster). Ao adicionar 6-APA (ponto
isoelétrico, pl = 3,5) em estado solido também € necessario a utilizagao de base para manter o
pH a valor 6timo de sintese. Isso altera expressivamente o volume da solugdo e ocorre devido
a existéncia de um limite maximo na concentracdo de hidroxido de sodio da corrente de
controle. Uma alta concentracdo de hidroxido de sddio poderia alterar localmente o pH e
inativar o biocatalisador. A variagdo no volume do reator ¢ vista como uma desvantagem, pois
a atividade absoluta de catalisador é constante no reator e, com o aumento no volume, a
atividade enzimatica por volume de reator ¢ reduzida.

Observe que outra maneira de abordar o problema seria utilizar reagentes em
solugdo aquosa ou em emulsdes com pH j& ajustadas ao pH do reator. Entretanto, a
concentragdo dos substratos na corrente de alimentagdo deve ser alta para um eficaz controle
de substratos no reator. A solugdo em alta concentragdo, principalmente a do éster metilico de
D-(-)-fenilglicina (EMFQG), ocasiona uma alta velocidade de degradacao do reagente. Esse fato
torna inviavel manter o0 EMFG em solugdo de estoque enquanto ndo ¢ alimentado. Uma
estratégia para contornar essa degradagdo e aumentar a concentragdo de NaOH de controle de
pH, reduzindo a variagdo do volume do reator, seria a utilizagdo de um tanque anterior a
alimenta¢do onde os reagentes possam ser neutralizados em solugdes concentradas logo antes
de entrarem no reator. Essa estratégia, embora possa ser abordada para uma melhora de
desempenho em um reator industrial, ndo serd utilizada aqui devido a dificuldade de
implantacao.

Virias simplificacdes foram utilizadas no modelo do reator integrado com o

objetivo de torna-lo mais facilmente tratdvel. Em suma, o modelo matematico para o reator
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semi-continuo integrado de sintese enzimatica cineticamente controlada de ampicilina foi

desenvolvido com base nas seguintes hipdteses:

a) substratos alimentados em estado so6lido;

b) temperatura mantida constante;

¢) reagdo ocorre apenas na fase liquida;

d) biocatalisador homogeneamente distribuido na fase liquida (i.e., resisténcias difusionais no
interior ¢ no exterior da particula sdo desprezadas — hipdtese de reator pseudo-
homogéneo);

e) pH mantido constante, controlado pela adi¢ao de solugao de NaOH;

f) cristalizagdo ocorre instantaneamente assim que o limite de solubilidade de um componente
¢ alcancgado;

g) dissociagdo de diferentes espécies carregadas de reagentes e produtos considerada em
equilibrio.

O modelo matematico se baseia principalmente nas leis de conservagdo de

massa e na hipotese de neutralidade elétrica da solucdo reacional e € descrito a seguir.

Balanco de Massa para os Componentes da Sintese Enzimdtica

dC nz dV nz
% = ( EMFG (C )+ FEMFG CEMFG dt j Vv gA]jFG (C )
dC - dril

;,;PA = (VfAPA (QS) + Foupa = Coapa Ej;
dCAm nz dV
71’—[ j"mp(c )= Coimp ” j (40)
dc,,. p de 1 e

_ nz C C - nz C

= ( ¢ (C)=Cp v )

com C, (0) =C,
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Balanco Global de Massa

dv
E = Oron » V(O) =V, (41)

Balango de Massa de Contra-Ions

dCC.I.
dt
Cc,z. (0) = CC.I.O

dril

) (CCQJ.QNaOH + ¥ enro Eevrc + Voaratsara = Ceur. Ej; (42)

Balancgo de Cargas (Equacgdo 28 reescrita)

f3c(C*,pH)=—C, +a,(pH, pKw)+> e, (pH, pKa”, pKa{").C} =0

(43)

Nas equagdes 40-43: C; ¢ a concentragdo molar do componente i (mol.I'"); o
denota o vetor de concentragio molar (mol.I"") de componentes na fase aquosa. ¢ ¢ o tempo de
reacdo (min); ¥ ¢ o volume da fase liquida (I); F; ¢ a vazdo molar de alimentagdo do

Iz

. .1 , . ~ ., . .|
componente i (mol.min™"); v/ ¢é a velocidade de reagdo enzimatica de i (mol.min"") dada pela

Equagdo 47; v" ¢ a velocidade de reagdo ndo enzimatica de i (mol.I"".min™") dada pela
Equacio 49; Q... ¢ a vazdo volumétrica (.Lmin™") de solugdo de NaOH (devido & agio de

controle de pH); C¢, ¢ a concentragdo da solugio de NaOH em Qn.om; C,., ¢ a diferenga

entre as concentragdes de contra-ions positivos (advindos de uma base forte, Na") e negativos
(advindos de um acido forte, CI', que pode ser utilizado para um ajuste fino no controle de

pH) dados em mol.I"". Isto &, Cep = (CW -C Cl,). v; € um parametro que representa a

quantidade de contra-ion adicionado junto a corrente de alimentacdo F;. Isto é:

[7 ]_ moles de C.1. em F,

(44)

moles de i em F,
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O balango de cargas (Equagao 43) aparece devido a hipotese de neutralidade do
meio reacional (vide secdo 3.1.2). Nesta equagdo, o; ¢ uma func¢do das constantes de
dissociacdo do componente i (pKa;;, pKa,;) e do pH. oy ¢ uma fungdo do pH e do pKw
(constante de dissociacao da dgua). Como a reagao ocorre em meio aquoso-precipitado a
velocidade de reacdo depende apenas da concentragdo dos componentes em solugdo, C°.
Seguindo a hipotese (f), C;° é calculado segundo a equagdo abaixo:

. <C’
CS(CI,pH)Z{Cl , Se Cz = Cz (pH) (45)

’ C', se C,>C/(pH)

1

onde Ci*(pH) ¢ o limite de solubilidade da substancia i em um determinado pH.

Ao se utilizar este tipo de abordagem, embora a fungdo CSi seja continua, sua
derivada 6C; /6C, ndo o é no limite de solubilidade. Dificuldades no processo de otimizagdo

e de integra¢do podem ser evitadas utilizando fungdes “suaves”. Varios métodos de “smooth
approximation” podem ser encontrados na literatura. Neste trabalho, a fungio C° = f{C) foi
suavizada utilizando o método sugerido por Biegler et al., 1997. Desta forma, a Equagdo 45 se

torna:
C (pH)- ex ! =, se C.2C. (pH)-¢
CiS (pH) — i (p ) exp(l) p( c i i (p )
C., se C,<C (pH)-¢
(46)

onde ¢ ¢ o tamanho da regido onde a fung¢ao original ¢ alterada a fim de suavizé-la.

Z

Para as velocidades de reagdo, v/, o modelo semi-empirico proposto por

Ferreira et al., 2000, foi utilizado (Equacdo 9). Seguindo este modelo, as velocidades para

cada componente sao:
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Enz
Visre = Al oV oaa Ries

cat” catl

Voira = AtV (RHZ _Rs)

cat’ cat

Enz __ _ Enz (47)
Vamp = “Veapa

Enz __ Enz Enz
Viee = “Veurc — Vamp

R ¢ a velocidade de reacdo proposta por Ferreira et al., 2000, para as reacdes de
sintese e hidrolises dadas em mol.UI'".min™". Az, é a atividade do biocatalisador utilizado
(UI.lca{l). Vear € 0 volume de biocatalisador utilizado As velocidades de reagao, vE"™ s30 dadas,

portanto, em mol.min".

Modelo empirico da hidrélise inespecifica do éster metilico de fenilglicina

A hidrélise ndo enzimatica, v presente na Equacio 40, corresponde a

hidrélise inespecifica do éster, que ocorre em solu¢do aquosa independentemente da presenca
do biocatalisador. Um modelo empirico para a hidrolise inespecifica foi ajustado

anteriormente (Equacdo 15, secdo 2.8.2). Esta velocidade esta reescrita abaixo, em mol.min’

ot
s s 2 s 3
Vi = 91 'CEMFG + 92 'CEMFG + '93 'CEMFG (48)
Portanto:
NEnz
Veurc = "V
NEnz (49)

Vi = TVm

O modelo do reator descrito acima ¢ um sistema de equagdes algébrico-
diferenciais (EAD) e compreende 7 equacdes (Equagdes 40-43) que descrevem as 7 variaveis
de estado: Concentragdo de EMFG, 6-APA, Amp, FG, e de contra-ion (C¢;), pH e volume do
reator. As varidveis de controle (graus de liberdade) dindmicas (dependentes do tempo) sdo:
vazao molar de alimentagdo de EMFG (Fgura(?)), de 6-APA (Fs4p4(f)) € a vazao volumétrica
de base, On.on(?). Todas as outras varidveis ndo especificadas sdo pardmetros estaticos (nao

variantes com o tempo) conhecidos ou a serem definidos.
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Embora a utilizacao de um perfil 6timo de pH em fun¢do do tempo de reacao
possa propiciar melhores resultados da sintese, no sentido de melhores rendimentos e
seletividade, tal abordagem ainda vem sendo tratada de forma heuristica na literatura.
Encontrar tal perfil 6timo requer modelos muito mais complexos, com a cinética dependente
do pH e, com isso, a coleta de um enorme conjunto de dados experimentais. Portanto, a
utilizagdo de um pH constante €, no presente momento, o unico procedimento factivel. Dessa
forma, impor que o pH ¢ constante durante a reagdo e, conseqlientemente, uma acao ideal de
controle de pH — como se assume na hipdtese (¢) — implica a determinagdo da concentragao
de contra-ion no reator. Isto €, se o pH for constante na Equagao 43, C; estara determinada
para uma dada composi¢do de reagentes e produtos no reator. Conseqiientemente, a variavel

de controle QOn,on(?) estard definida e podera ser calculada como descrito adiante.

Cadlculo de Qn,on necessario para manter o pH constante.

Considerando o pH constante, ao derivar a Equacao 43 em relagdo ao tempo

obtém-se:

dC., ¢ S dc.,
do_ a. i i 50
dt z " dC, dt 50)

onde, dC? / dC, pode ser obtido derivando a Equagao 46

dC* (€)= exp[%—l} se C.>2C (pH)-¢
ac, =

’ 1, se C,<C/ (pH)-¢

(1)

Substituindo C¢;, dC¢;/dt e dV/dt na Equagdo 42 pelas equagdes 43, 50 e 41, a

Equacao 42 se torna:

'

i=1 i=1

2 4
1
dl‘ = [CCQ‘.I,QNaOH + Z%’E - (0{0 + zaici j’QNaOHj; (52)
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Substituindo as equagdes de estado, dC/dt, (Equacao 40) na Equagdo 52,

obtém-se:

& dc? 1
;a[ﬁ(( e QNGOH)V+VNE"ZJ:

i

2 4
1
= [CCQ.I.QNaOH + Z%’E‘ - [0{0 + zaici j-QNaOHJ;
i1

i=l1

(33)

Multiplicando ambos os lados da equacdo por V' e manipulando a Equagdo

acima:

4

& dcC? 2, dC?
Zai dCl (Vf"z +v" E"Z.V)+ Z z C Ovaorr =
i1 ; i1 T o

1

2 (54)
= CCQ‘.I.QNaOH + zyiFi - (0[0 + Zaici j'QNaOH

] (55)

Portanto, On.0n € a vazao da solugdo de NaOH a concentragdo de Cg ; >0,

Por fim, isolando On,on obtém-se:

Za( Enz NEnzV) Ci +Z [
Oaon = l[ =

dc’
Ce -a,+» a|C -C’
Sl 2 ]

1

necessaria para manter o pH constante durante o decorrer da reagdo se sintese enzimatica de
ampicilina. Obviamente, Qy,0n deve ser uma vazao nao-negativa. Esta restricao, contudo, nao
esta imposta pela Equagao 55. Contudo, ¢ possivel mostrar que o pH tende a cair conforme a

reacao avanca. Isto é:

N
e, (v ) 4C 5 (56)

i=1 ' ' dcl

Ademais, os cristais de EMFG alimentado no reator contém 1 mol de cloreto
de hidrogénio (HCI) para cada mol de EMFG como resultado de seu processo de fabricagdo
(i.e., Yemrc = -1). Geralmente ysapa = 0, contudo, pode ser verificado que agapa > 0. Assim, a

pH 6,5 (atualmente utilizado como pH de processo):
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2 dcs
Fla ———y [>0 57
2 ( ac %j (57)

Finalmente, para qualquer controle plausivel de pH usando NaOH, a Equacao

47 abaixo deve ser satisfeita:

: dC?
Ce, >>a,-Y a|C—-C’ (58)
" par dc,

Portanto, em uma corrida do reator semi-continuo de sintese enzimatica de
ampicilina, Oy.on, geralmente, € ndo negativo em t€[t, ¢]. Entretanto, vale notar que quando
algoritmos de controle 6timo sdo rodados, durante o procedimento de busca estratégias,
diversas alimentagdes serdao simuladas, o que poderd eventualmente resultar em valores
negativos para o lado direito da Equacdo 55. Isto pode trazer problemas de demora de
convergéncia do método de otimizagdo, ou mesmo problemas na integracao do sistema de

equagdes para um perfil de alimentacao especifico.

Modelo do reator de sintese em pH constante

Assumindo pH constante, o sistema de equagdes algébrico-diferenciais (EAD)
que descreve o reator posto pelas equagdes 40-43 ¢ convertido em um sistema de equacdes
diferenciais ordindrias (EDO), descrito pelas equagdes 40-41, onde Ow.on ¢ dado pela
Equagdo 55. Vale notar que, se o sistema de equagdes estendido (as EDOs mais as EADs
originais) ¢ satisfeito pelas condi¢des iniciais, ndo sao esperados problemas de convergéncia
ao utilizar um método numérico de resolugcdo (Unger ef al., 1995). Isto ¢ verdade neste caso.
Como o pH ¢ fixo, e seu valor ¢ utilizado para calcular C¢; a partir da Equagao 43 antes da
substituicdo em 42, a equacao algébrica (43) sera sempre satisfeita e a inicializagdo do sistema
estendido sera consistente.

Por conseguinte, as variaveis de estado no modelo do reator descrito pelo

sistema de EDOs sdo: Ceyrg, Cs.apas Camp, Crg € 0 volume (V). As variaveis de controle
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dependentes do tempo (graus de liberdade) sdo as vazdes molares de alimentacdo de EMFG e

6-APA (FEMFg(t) e FgAPA(l‘)).

4.3.2 Formulagao do problema de controle 6timo

Neste trabalho, o problema de controle 6timo € posto como se segue: encontrar
a politica de alimenta¢do de substratos, Fpurg(t) e Feapa(t),e Volume inicial (Vy) que
maximiza o critério de desempenho
J(u)= W()_C(tf ) = [CIXI;Z“MFG + 02X62APA +¢ C62APA ]_tf' (59)
sujeito ao sistema descrito Equagoes 40-41 (onde Qn.om € dado pela Equagdo 55) e as
seguintes restricoes terminais:

Ve, =V, (60)

e restri¢oes de fronteiras:

FEMFG (t) 2 O

Foups (1) 20 D

A conversao de EMFG que segue a rota sintética e a conversao de 6-APA

(segundo substrato) sdo dadas por:

X _ CAmp
e CAmp + CFG + CEMFG
(62)
X — CAmp
oA CAmp + C6APA

A concentragao final de 6-APA foi também adicionada ao funcional de
desempenho, pois este substrato € o reagente mais oneroso e espera-se conversao total deste

ao final da reacao.
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4.3.3 Abordagens Consideradas para a Resolucao do Problema de Controle

Otimo

Método indireto — método do gradiente

Resolver o problema de controle 6timo utilizando a formulacdo baseada no
PMP consiste em resolver as condigdes necessarias para optimalidade (Equagdes 36-37).
Observe que o sistema de equacdes de estado expresso pelas equagdes 40-41 (e 55) pode ser

reescrito de forma compacta, como se segue:

Be= g(x() + p(x(1)) (), x(0) = x, (63)

Sendo assim, as variaveis de controle aparecem linearmente tanto no sistema

de equagdes de estado, &&= f (g(t),L_t(t)) (Equagdo 63), quanto nas restricdes de trajetoria

§(§(t),g(t)), dadas pela Equagdo 61. Aplicando a condi¢do necessdria para u(f) 6timo

(Equagao 37):

OH (1) _

5 A p(x(0)" + 4" =0 (64)
u

Este ¢ um problema que tem solugdo analitica que pode resultar em um arco
singular, em uma politica de controle tipo bang-bang, ou na combinagdo dos dois (Srinivasan
et al., 2003). Embora o arco singular neste caso possa ser obtido depois de diferenciacoes e
manipulagdes algébricas (Smets e van Impe, 2002), o calculo analitico do sistema abordado
neste trabalho seria muito trabalhoso. Além disso, a solu¢ao do TPVBP seria necessaria a fim
de encontrar os tempos de troca de politica de controle entre arco singular e restri¢des para
cada variavel de controle.

A estratégia do gradiente pode ser considerada um bom compromisso entre
calculo analitico e numérico. Diferentemente a resolucdo analitica, esta estratégia ndo tenta

encontrar um equacao explicita para u(f)=g(x(¢),A(¢)). Ao contrario, ela usa a informacdo de
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OH /du disponivel pela Equagdo 64 para gerar uma dire¢do de busca utilizando a expressio
em um método de otimizagao baseado em gradiente.

Com o intuito de resolver o problema usando a estratégia do gradiente,
derivadas parciais presentes na Equagio 36 foram calculadas utilizando Maple™9. Seguindo as
defini¢cdes descritas pela Equagdo 32, a restri¢ao terminal de igualdade (Equagdo 61) se torna:

T,=V(t,)-V, <0

(65)
T,=V(t,)+V, <0

Portanto, as condi¢des finais para as varidveis adjuntas se tornam:

-l
A )= ox), ;f{ ox ],f (66)
ou
! oT.
i’(tf)=%—w +2) T, (X(ff))-[ aj ] (67)
2y Jj=1 E s

onde & ¢ uma constante positiva dada. A soma € zero se a restricdo estiver ativa, caso

contrario, o termo depende da distancia entre 7; e 0.

Algoritmo de resolugao

O algoritmo utilizado para a resolugao do problema de controle 6timo pelo
método do gradiente seguiu os passos seguintes:

Passo 1. Escolhe-se uma politica inicial de controle u(t)=u"(¢).

Passo 2. Integra-se o sistema de equacdes das varidveis de estado (pelas equacdes Equagdo
40-41) das condicdes iniciais, xo ao tempo final, #/. O perfil das variaveis de estado
em relacdo ao tempo € guardado para utilizar na integracao do sistema de co-estado.

Passo 3. Confere-se se as restrigdes terminais estdo ativas e calcula-se o valor das variaveis

adjuntas no tempo final (Equacao 67).
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Passo 4. Verifica-se convergéncia:

(‘//k Vi )2 = tozy/

68
[ :(A” L)) de<tol,, ©9

Passo 5. Usando os perfis das varidveis de estado salvos (interpolados usando spline cubicas),
integra-se o sistema das varidveis adjuntas ( /_lgft) , Equacao 36) de #f'a t). O perfil das

variaveis adjuntas em relacao ao tempo ¢ guardado para utiliza¢ao na atualizacao do
vetor de controle.

Passo 6. Atualiza-se o vetor de controle u(¢) usando um método de gradiente amortecido'.

U () =u, (1) +Au, (7)

D 0 =0 g 0 (%)

Passo 7. Repetem-se Passos 2-6 até convergéncia ser alcancada no Passo 4.

Para o caso onde xy; ndo esta fixo, 4(0) deve ser zero (Equacdo 39). Para isso,
utilizou-se de alguns passos do método de Newton-Raphson (Pinto e Lage, 2001) entre passos

2 e 3, isto é:

(= 20(x0)) (70)

onde Ay(xyp) € calculado apds integracdo das variaveis de estado, seguida por integracdo do
tempo final ao tempo inicial do sistema de equacdes das varidveis adjuntas (passos 2 € 3 do

algoritmo de resolugdo). Note-se que o calculo da matriz Jacobiana em (Equacao 70)

1 O termo B é chamado momento e indica o quanto do passo da iteragao k-1 ¢ mantido na iteragao k. A utilizagdo
de uma parte do passo anterior como uma forma de inércia presente no movimento das variaveis de decisdo ¢é
uma abordagem simples de reduzir comportamentos de zigue-zague, comum aos métodos de gradiente puro.
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demanda um grande esforco computacional, pois as derivadas devem ser aproximadas por

diferencas e, para cada avaliag¢do, pelo menos duas integragdes devem ser realizadas.

Método direto — abordagem segqgiiencial

A estratégia seqiiencial para resolver o problema de controle 6timo demanda a

parametrizacao do vetor de controle (PVC)

u=u(6) (71)
onde ¢ um parametro de decisdo independente do tempo. Nesta abordagem, o horizonte de
tempo ¢ dividido em um ntimero de elementos e o controle ¢ aproximado usando uma fung¢ao
pré-definida. Geralmente, as variaveis de controle sdo aproximadas por um tipo de polindmio
com baixa ordem.

A vantagem desta abordagem ¢ que, em contraste com os métodos diretos, ndo
¢ necessaria a diferencia¢ao analitica das equagdes de estado e ndo ha variaveis adjuntas a
serem integradas. Além disso, algoritmos robustos ¢ eficientes para a resolugdo de problemas
de PNL que tratam restricdes de igualdade e desigualdade estdo disponiveis na literatura
(Edgar et al., 2001). Entretanto, este método demanda um alto esfor¢o computacional. A
otimizagdo ¢ realizada minimizando uma funcdo custo definida pelas condigdes finais das
variaveis de estado, as quais somente podem ser obtidas depois da resolugdo do sistema
dinamico por todo o horizonte de tempo.

A principal idéia por trds desta abordagem ¢ parametrizar as variaveis de
controle sobre o dominio do tempo. Na primeira iteragdo, o vetor & ¢ escolhido pelo usudrio.
Entdo, um algoritmo de resolu¢do de sistemas de EADs ou EDOs ¢ utilizado em um lago
interior, o qual integra o sistema de variaveis de estado até o tempo final. Assim, o valor da
fungdo objetivo (y(#)) € disponibilizado para o algoritmo de resolucdo do problema de PNL.

Por sua vez o algoritmo de PNL, em um lago externo, otimiza a fun¢do objetivo manipulando
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os parametros (#), e suprindo um novo valor para o vetor u(6) para o laco interno. O

algoritmo esté representado na Figura 26.

lace externs
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Figura 26 Esquema da abordagem seqiiencial na otimizacdo dindmica. v € o vetor dos parametros de u.

4.3.4 Ferramentas computacionais utilizadas

Todos os calculos foram implementados em Matlab7. Algoritmo fmincon
(minimiza¢do de funcdo com restricdes) presente no Matlab7 foi utilizado no caso da
estratégia sequencial. O problema ¢ resolvido com algoritmo de programacdo quadratica
sucessiva (sucessive quadratic programming, SQP) onde a Hessiana ¢ atualizada em cada
iteracdo a partir da formula BFGS (Edgar et al., 2001).

Algumas manipulacdes algébricas e diferenciacdes analiticas foram feitas com

ajuda do Maple9.
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4.4 Discussao dos resultados obtidos

4.4.1 Estratégia do Gradiente

Analise preliminar de modelo de reator simplificado

Primeiramente, foi feita a otimizagdo de um reator com modelo simplificado,
no qual a adicdo de NaOH ¢ desprezada, usando o método do gradiente. Neste caso,

dV/dt =0 substitui a Equagdo 41. O modelo cinético utilizado foi o proposto por Ferreira et

al., 2000. Em todas as simulac¢des, assumiu-se sintese enzimatica a 25°C e pH 6,5.

Tabela 7 Parametros e condigdes iniciais usadas na otimizagdo do modelo de reator simplificado (sem variagdo
de volume) usando a abordagem do gradiente. Solubilidade para solucdo aquosa de um componente,
retirada de Vieira, 2003.

Pardametros de Otimizacdo Atribuicdes iniciais e restri¢oes
n=1,0x10" u(t))s=; = 0,01 mol.min™'
B=5,0x107 0 < u(f) < 0,1 mol.min™
Condigoes iniciais e pardametros de integra¢do

Cerr(0) = 0,0 mol.1”! V=11

Csup4(0) = 0,3 mol I-1 E’ =100 UI (em todo o reator)
tr =120 min

Limite de solubilidade para componente puro em solugdo

EMFG = 1,2 mol.I" Amp = 0,024 mol.I"
6-APA = 0,30 mol.I" FG=0,022 mol.I"

A Tabela 7 mostra os pardmetros e condigdes iniciais utilizadas nesta
abordagem. Com o intuito de evitar altas taxas de hidrélise no comego da reagdo, o reator foi

considerado ausente de EMFG em #). 6-APA, ao contrario, inicia em seu limite e solubilidade

a fim de maximizar a seletividade da enzima (v /vie ). Vale notar que, se a hidrolise

inespecifica fosse desprezivel, o EMFG poderia comecar em seu limite de solubilidade, como

mostrado em trabalho realizado anteriormente (Ribeiro e Giordano, 2005b), sem a redugdo da
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seletividade inicial. Figuras 27 e 28 mostram os resultados obtidos para esta abordagem de
controle 6timo. Figura 28 mostra algumas caracteristicas das variaveis de processo. Xgyrg €
Xsar4 (Equacdo 62) indicam a quantidade de substratos que sdo convertidos em antibiotico.
Como Ampicilina ¢ FG tém limites de solubilidade baixos (vide Tabela 7), a razdo entre
produtos desejavel/ndo-desejavel (Cynp/Crg) indica o qudo onerosa serd a operagdo de
separagdo a jusante do processo.

Resultados para o modelo simplificado apresentaram bom desempenho do
reator: alta conversdo de 6-APA; e alta produtividade do reator (P = 1,6 mol.I" x 1 I"" = 100
Ul +2h=28x10" mol.h™".UI"").

Resultados obtidos para os perfis de concentragdo de vazdes de alimentagdo
(Figura 27) mostram claramente 3 estagios distintos de uma operagdo 6tima do reator. Em um
primeiro estdgio (inicial, aproximadamente 0 < ¢ < 10 min), a saturagdo de ampicilina e
fenilglicina ¢ alcancada e a concentragio de EMFG ¢ aumentada a fim de aumentar a
velocidade de sintese de ampicilina. Em um segundo estagio (intermediario,
aproximadamente 10 < t < 90 min), concentragdes de substratos e produtos na fase aquosa
permanecem constantes (ou quase constante, no caso do EMFG). Assim, as velocidades de
reacdo sdo mantidas constantes em um ponto de alta seletividade (sintese/hidrélise). Num
terceiro estagio (estagio de finalizagdo, aproximadamente ¢ > 90 min), a velocidade de
alimentacdo de EMFG aumenta ¢ a de 6-APA, reduz-se. Assim a concentragdo de 6-APA ¢
reduzida abaixo do limite de solubilidade e, finalmente, esgotada, a fim de cumprir a fungao
objetivo terminal (Equagdo 59). Note que a concentragdo de 6-APA permanece além de seu
limite de solubilidade (= 300 mM aproximadamente) durante todo o primeiro ¢ segundo
estagios. Entretanto, ndo ha razdes para haver cristais de substratos no reator, pois eles nao
afetam a velocidade de reagdo. Na pratica, concentragdes de substratos ndo devem exceder,

mas quando for o caso, devem ser controladas em seu limite de solubilidade.
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Figura 27 Resultados de controle 6timo obtidos utilizando estratégia do gradiente e modelo simplificado (sem
variagdo de volume). Esquerda: perfis de alimentagdo 6tima obtidos, F. Direita: simulagdo dos perfis
de concentracdo obtidos utilizando alimentag¢do 6tima resultante.
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Figura 28 Resultados de controle 6timo obtidos utilizando estratégia do gradiente ¢ modelo simplificado (sem
variagdo de volume). Simula¢do dos perfis de conversdo e seletividade obtidos utilizando perfil de
alimentag@o 6tima obtida.

Resultado utilizando modelo do reator com variacdo de volume

Otimizacdo a partir de um modelo mais complexo, com variagdo de volume
(equagdes 40-41 e 55), foi levada a cabo utilizando a estratégia do gradiente. A maioria dos
parametros de otimizacdo e condigdes iniciais utilizados seguem os da Tabela 7. Parametros
que diferem desta tabela, ou que ndo se aplicam ao primeiro caso, estdo descritos na Tabela 8.
Neste caso, como o volume no inicio da batelada ndo ¢ fixado, 45(0) deve ser zero (Equagdo
39). Em vista disso, duas iteragdes do método de Newton-Raphson (Equacao 70) foram

realizadas a cada dez iteragdes do algoritmo de otimizagao.
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Tabela 8 Parametros e condi¢des iniciais usadas na otimizag@o da sintese de ampicilina seguindo a estratégia do

gradiente.
Pardmetros de Otimiza¢do Atribuicoes iniciais e restri¢oes
V(O)lk=1=0.11
¢ =10
Vi)=11
Parametros do Modelo
YemrG = -1 Yoara = 0

CQc[, = 2mol/l

As Figuras 29 e 30 mostram os resultados obtidos na otimizacdo utilizando a
estratégia do gradiente. Conversdes de substratos (Figura 30) obtidas neste caso foram bem
similares aquelas obtidas utilizando modelo simplificado (Figura 28). Entretanto, a razao
Cump/Crc (= 5,9) e a produtividade de ampicilina (P = 1,3molI" x 11" + 100UI + 2h =
6,5%x10”mol.h™".UT™") tiveram valores menores em comparagio com o primeiro caso. Contudo,
o resultado obtido segue a mesma heuristica encontrada no caso simplificado, onde trés
estagios estdo claramente presentes. No primeiro e no segundo estagio, concentracdes de 6-
APA sdo mantidas em seu limite de solubilidade enquanto o EMFG ¢ levado a uma
concentracdo 6tima onde a razao entre as velocidades de sintese e hidrolise ¢ maximizada. No
terceiro estdgio, a alimentagdo de EMFG ¢ aumentada a fim de reduzir a concentragdo de 6-
APA até um minimo. O volume inicial obtido foi 0,27 I ¢ o volume final foi 1,00 1. Desta

forma, foi cumprida a restri¢ao terminal imposta (Equagao 60).
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Figura 29 Resultados de controle 6timo obtidos utilizando estratégia do gradiente e modelo complexo. Esquerda:
perfis de alimentagdo otima obtidos, F, ¢ volume do reator, V. Direita: simulagdao dos perfis de
concentragdo obtidos utilizando alimentag@o 6tima resultante.
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Figura 30 Resultados de controle 6timo obtidos utilizando estratégia do gradiente e modelo complexo.

Simula¢ao dos perfis de conversdo e seletividade obtidos utilizando perfil de alimentacdo Otima
obtida.

4.4.2 Estratégia Segqiiencial

A abordagem seqiiencial foi levada a cabo usando o modelo com variagdo de
volume. O vetor de controle (vazdes de alimentagdo) foi aproximado utilizando fungdes
lineares, sendo u(¢) dividido em pontos discretos (parametros & a serem otimizados). Uma
interpolagdo linear foi feita entre os pontos. As mesmas condi¢des da estratégia do gradiente
foram utilizadas aqui. Contudo, em contraste com o método do gradiente, o niimero de
parametros de otimizagcdo aumenta substancialmente a complexidade do problema. Portanto,

apenas alguns poucos pontos discretos (6 pontos) foram utilizados para cada alimentagao.
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Resultados obtidos pela abodagem seqiiencial estdo representados nas Figuras
31 e 32. A razio Cy,,/Crc (= 6,3) e produtividade de ampicilina (P = 7,5x10” mol.h™".UT"")
obtidas para este caso tiveram valores mais altos e, assim, uma leve melhoria no desempenho
foi obtida usando esta em comparagdo com a estratégia do gradiente. Embora a alimentagao
otima obtida usando a abordagem seqiiencial tenha sido bem distinta da obtida utilizando o
método do gradiente, a mesma heuristica pareceu se aplicar também a este caso. O volume
inicial obtido neste caso, 0,11 1, também difere do obtido no caso do gradiente. Contudo, em

ambos 0s casos, a restricdo terminal ¢ obedecida (volume final 1,00 1).
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Figura 31 Resultados de controle 6timo obtidos utilizando abordagem seqiiencial e modelo complexo. Esquerda:
perfis de alimentagdo 6tima obtidos, F, ¢ volume do reator, V. Direita: simulagao dos perfis de
concentragdo obtidos utilizando alimenta¢do 6tima resultante.
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Figura 32 Resultados de controle 6timo obtidos utilizando abordagem seqiiencial ¢ modelo complexo.

Simula¢do dos perfis de conversdo e seletividade obtidos utilizando perfil de alimentacdo oOtima
obtida.
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A Figura 33 mostra o comportamento da fungdo objetivo e das restrigoes
terminais para os diferentes procedimentos de otimizacao utilizados. Esté claro que para todos
os casos um minimo local foi alcancado. Note-se que, para o método do gradiente
implementado aqui, a fung¢do objetivo, y, assim como as restri¢gdes terminais, tende suave e
diretamente para um 6timo local. Entretanto, um grande tempo de processamento ¢ necessario
para melhorar o desempenho do processo. Contudo, vale notar que restrigdes terminais e a
utilizacao de uma condig¢ao inicial de variavel de estado (V) como variavel de decisao tornam
o problema bem complexo. Apesar disso, tal problema foi resolvido utilizando algoritmos
simples: algoritmo para resolver problema de sistemas de EDO com valor inicial; método de
Newton; ¢ gradiente descendente. E claro, um grande esfor¢o computacional foi realizado

previamente a fim de obter as derivadas analiticas das fungdes de estado.
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0.0
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-0.2
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gradiente - sem variagcdo de volume J
-------- gradiente - com variagdo de volume )
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Tempo de processamento (CPUtime)

Funcéo objetivo

Figura 33 Fung@o objetivo (Equagdo 59) e restrigoes terminais para as diversas abordagens em fungdo do tempo
de processamento.

Para os casos levados aqui em conta, o método seqiiencial gerou melhores
resultados em termos de minimizagdo da fun¢do objetivo e restricdes terminais, ainda que se
tenha utilizado apenas um numero pequeno de parametros, 0, ¢ um tipo simples de

parametrizacdo (fungdes lineares). Entretanto, o consumo de tempo computacional para essa
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abordagem ¢ altamente dependente do tipo de parametrizagdo e da inicializagdo do algoritmo
de otimizag¢ao (Srinivasan et al., 2003).

A otimizagdo das concentragdes iniciais de substratos (xp) ndo foi levada a
cabo, pois as concentragdes Otimas de substratos em #, sdo muito correlacionadas com a
velocidade de alimentacdo inicial de substratos. Portanto, demandaria muito tempo
computacional para encontrar ambos, x/(f) e u(f), caso nenhuma outra restricdo seja
adicionada, como, por exemplo, uma maxima variagdo de u(f) no inicio da reagdo, i.c.,
du/dt|, <&,

O tempo final ¢ outra variavel de decisdo comum que foi fixada no presente

ax *

trabalho. Para utilizar o tempo final como uma varidvel de decisdo, algumas restrigdes
referentes ao tempo da batelada devem ser incorporadas no modelo com o objetivo de tornar o
tempo final uma varidvel com maior influéncia no resultado da otimiza¢do, como por
exemplo a incorporacdo do tempo de descarga, limpeza e recarga do reator. Além disso, a alta
viscosidade do meio aquoso-precipitado, que pode ser relacionada com concentracdo de
cristais no reator, pode ser um parametro que limita o tempo final de reacao.

Nota-se que, embora ndo tenha sido imposto que On,on(?) seja um valor nio-
negativo (vide discussdo sobre Equagdo 55, pagina 101), todos os resultados otimizados
geraram vazodes volumétricas ndo negativas (isto ¢, a adi¢do de 4cido ndo ¢ necessaria para o
controle do pH). Portanto, embora possam ter sido simuladas rea¢des onde o valor desta
varidvel seja negativo, a convergéncia dos algoritmos de controle 6timo se deu em regido
factivel.

Em suma, a resolu¢do do problema de controle 6timo para o caso da sintese
enzimdtica de ampicilina utilizando uma cinética simplificada resultou, para todos os métodos
utilizados, em estratégias promissoras. Altas conversdes de ambos os substratos podem ser
obtidas, altos valores da razdo Cy.,,/Crg € alta produtividade foram alcangados em todos os

casos. Embora diferentes 6timos locais tenham sido alcancados para cada caso, a mesma



117

heuristica de alimentacao de substratos foi encontrada em todos os casos, mesmo para o caso
mais simples, onde a variacdo do volume ¢ desprezada.

Como técnicas de controle otimo sdo altamente sensiveis aos modelos
utilizados, buscar alimentagdes oOtimas globais ¢ possivel apenas diante da posse do
conhecimento completo do processo e de sua modelagem exata. Isto é praticamente
impossivel para o presente, caso onde muitos fatores estdo envolvidos: cinética altamente nao-
linear; efeitos de difusdo dentro e fora das particulas — os quais afetam os limites de
solubilidade, atividade da enzima e atividade das diferentes espécies carregadas de cada
substrato — como conseqiiéncia de gradientes de concentragdo; e¢ muitos outros fatores.
Contudo, ter boas abordagens heuristicas pode ser uma ferramenta essencial para obter
estratégias sub-Otimas. Estas estratégias permitem ter perfis vidveis para iniciar um

refinamento do modelo e obter perfis 6timos mais precisos.
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5 Automaciao do Reator Integrado

Como discutido nas se¢des anteriores, a complexidade da cinética e de todo o
sistema da sintese enzimatica cineticamente controlada de penicilinas semi-sintéticas em
reator semi-continuo integrado leva a utilizacdo de modelos fenomenologicos simplificados
ou modelos empiricos (ou a combinagdo de ambos) para a descricdo desse sistema. A grande
desvantagem da utiliza¢do desses modelos ¢ a falta de confiabilidade quando utilizados para
prever comportamento do sistema fora da regido na qual o modelo foi ajustado. Isto ¢ verdade
principalmente para o aumento de escala. Quando o processo passa de um reator de bancada
para uma unidade piloto, por exemplo, um modelo ajustado para o reator de bancada pode nao
levar em consideracao alguns fenomenos que podem ocorrer em um reator maior. Além disso,
o emprego de politicas de controle 6timo obtidas com modelos simplificados, em malha
aberta (sem um sistema de controle) pode levar a resultados muito distintos do esperado.
Esses fatores levam a necessidade de um sistema de analise do meio reacional em tempo
compativel com o processo.

Além disso, a incorporagdo de um método analitico rapido que possa ser
utilizado tanto em processo de bancada, piloto ou unidade industrial, prové dados que podem
ser rapidamente comparados com modelos anteriores, validando-os ou ndo em diferentes
escalas. Os dados podem ser utilizados para o monitoramento do reator e para a re-estimativa
dos parametros do modelo, o que seguramente sera necessario no decorrer do aumento de

escala até a aplicagdo da sintese enzimatica de ampicilina em reator industrial (1000 litros).
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5.1 Analise por Injecao em Fluxo (Flow Injection Analysis, FIA)

Procedimentos analiticos empregando andlise em fluxo t€ém sido propostos
visando a mecanizagdo de procedimentos analiticos, permitindo substituir com eficacia tarefas
previamente executadas pelo analista e aumetar a quantidade de amostras que poderiam ser
processadas por unidade de tempo (Leite et al., 2004).

Em procedimentos empregando andlise por inje¢do em fluxo (Flow Injection
Analysis, FIA), aliquotas de amostras sdo inseridas em uma solugdo carrregadora que as
transporta até o equipamento de deteccdo. Durante o transporte, a amostra pode receber
reagentes, sofrer diluicdes e participar de etapas de separacdo e concentragdo. Ha diversos
exemplos na literatura de monitoramento de reagdo utilizando FIA (Ferreira, Trierweiler et
al., 2004; Inaba et al., 2003).

A analise da composicao no decorrer da sintese enzimatica de penicilinas semi-
sintéticas geralmente ¢ feita utilizando cromatografia liquida de alto desempenho (ou HPLC,
High Performance Liquid Chromatrography). Embora seja um método preciso
quantitativamente, para o acompanhamento de reacdes visando ao controle de processo o
método apresenta algumas desvantagens: o tempo de andlise (aproximadamente 20 minutos
por amostra) ndo ¢ compativel com a dindmica do processo (de segundos a minutos); € o
aumento da quantidade de amostras ¢ acompanhado pelo aumento na quantidade de residuos
organicos gerados (fase mével € constituida em 30% de acetonitrila). Neste caso, a utilizagao
de um modelo de andlise em fluxo, empregando um espectrofotometro como detector, além
de reduzir o tempo de andlise, tornando os dados acessiveis mais rapidamente que os métodos

classicos de andlise, também contribui para uma menor geragao de residuos organicos.
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A utilizacao deste modelo de analise, associado as técnicas de multicalibragao,
ou calibragdo multivariada, pode permitir o monitoramento das diferentes espécies de

interesse no processo de sintese.

5.2Esquema de Automacao

A Figura 34 mostra o esquema de automacgao proposto para um reator piloto de
sintese enzimatica de ampicilina. A nomenclatura utilizada nesta figura pode ser encontrada
na Tabela 9. Os equipamentos apresentados podem ser divididos em quatro grupos. O
primeiro € constituido pelo microcomputador controlador onde se encontram: uma placa de
aquisi¢ao, DAQ (PCI6052, National Instrument); ¢ uma placa de expansdo para saida serial,
RS232. Comporta este grupo um condicionador de sinais: Chassi ¢ mddulos SCXI da
National Instruments (SCXI 1102, entrada analdgica; SCXI 1124, saida analdgica; SCXI
1180, modulo para conexdo direta da placa DAQ). Este graupo € responsavel pela aquisicao,

analise, tratamento de dados e controle de todo o processo.

Tabela9 Nomenclatura utilizada no esquema de automagdo do reator de sintese enzimatica de ampicilina

(Figura 34).
------- Prorens Sinais analdgicos de entrada do chassi
Sinais analdgicos de saida do chassi
"""" bl Sinais digitais

---------------- Comunicagao serial por troca de caracteres em ASCI

Bomba peristaltica {comunicacdo analdgica)

Bornba peristaltica {onfoff)

:

Cubeta de fluxo

_.“:8 | "Caixa de reles com Leds”

Mormal
Base | “ahula solendide
Acionada
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O segundo grupo de equipamentos ¢ constituido pelo reator enzimatico onde
ocorre a sintese de ampicilina e pelos equipamentos ja incorporados a ele (inversor de
freqliéncia e controle de temperatura do banho), que se comunicam com o microcomputador
através de portas seriais (RS232). O terceiro grupo ¢ constituido pelas bombas de
alimentac¢do, reservatérios de substratos, bombas de controle de pH e reservatérios de acido e
base. O quarto e ultimo grupo ¢ composto por sensores € equipamentos para procedimentos de
analise. Entre eles a FIA, composta por bombas, valvulas solendides que separam um volume
fixo de amostra, reservatorio de agua para diluicdo da amostra e espectrofotdometro. Neste

grupo estdo, também, os sensores de temperatura e pH (eletrodo).
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Figura 34 Esquema de Automacao do Reator de Sintese Enzimatica de Ampicilina Implementado.
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5.2.1 Sistema de amostragem e analise de concentracdes das espécies de

interesse

Entre os varios sistemas utilizados na automacao do reator, o de amostragem ¢
analise ¢ seguramente o mais complexo e serd o unico tratado aqui. Sua complexidade se deve
a necessidade de varios equipamentos distintos, cujas acdes sao interdependentes.

O sistema de amostravem em fluxo e detecg@o por espectrofotometria na regido
do ultravioleta ¢ esquematizado na Figura 35, e é constituido por valvulas solendides e bomba

presitaltucia (reponsavel pela dinamica do procedimento de analise).

Bomba de
diluigéo

destilada [] B-2

L s | ___ : Bomba de
| SUCGAD Ou

: condugo ¥

Descarte

|
|
|
I
I
|
|
I

rasco de
amostragem |

i REATOR »
>

Aar — ou de diluigéo}
YYolume entre as valvulas e —
(calibrada) :

Figura 35 Esquema do sistema de amostragem proposto para o reator automatizado de sintese enzimatica de
ampicilina. V-i, i=1,2,3, denotam valvulas solenodides de trés vias. A letra N indica a entrada/saida
normal da valvula e a letra A indica a entrada/saida quando a valvula esta acionada. B-i, i=1,2,3,
denotam bombas peristalticas com controle digital liga/desliga. B-1 permanece sempre ligada.

O sistema de amostragem opera em seis etapas distintas, como indicado na
Tabela 10. Quando ndo ha amostragem (Etapa 1), a linha de amostragem ¢ mantida em
reciclo. Na amostragem (Etapa 2), o reciclo ¢ cessado, a valvula V-2 ¢ acionada e o espaco

entre esta valvula e a V-3 é completado com ar. Quando toda linha entre as valvulas V-2 e V-
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3 estiver vazia (tempo conhecido a partir de calibragdes), as valvulas V-1 e V-3 sdo acionadas
e a valvula V-2 colocada em posi¢do normal, assim, o volume amostral (entre as valvulas V-1
e V-2) ¢ entdo conduzido até o frasco de diluicdo (Etapa 3). Assim, apenas o volume
(calibrado) que estiver entre as valvulas V-1 e V-2 ird para o frasco de dilui¢do. Quando a
aliquota de amostra alcangar o frasco de diluigdo, as valvulas solenoides voltam na posi¢ao de
reciclo do reator. A amostra ¢ adicionada solugdo de dilui¢do (4gua ou tampdo) até que a
razdo de diluicdo seja alcangada (Etapa 4). A solugdo do frasco de diluicdo permanece em
constante agitacao, por meio de agitador magnético. Quando a diluicdo ¢ finalizada, a bomba
B-3 ¢ desligada ¢ a B-2 ligada, e solugdo do frasco de diluicdo ¢ conduzida ao
espectrofotometro (Etapa 5). O monitoramento de um comprimento de onda ¢ realizado até
que sua absorbancia esteja constante. O fluxo, entdo é cessado, e o espectrofotdmetro varre o
espectro UV da amostra. Apdés o término da aquiicdo dos dados do espectrofotometro,
implementou-se uma etapa de limpeza do recipiente de diluicdo, com o intuito de minimizar
possiveis contaminagdes nas analises subseqiientes (Etapa 6). Ao final da lavagem, o sistema

passa a Etapa 1, em espera até a proxima amostragem.

Tabela 10 Esquema das etapas do sistema de amostragem. Valvulas (V-i) e Bombas (B-i) referentes a Figura 35.
N indica estado normal da valvula e A, seu estado acionado. F indica o estado fechado (ou desligado)
da bomba e A, seu estado acionado (ou ligado).

Etapa V-1 V-2 V-3 B-1 B-2 B-3
1 Reciclo do reator N N N A F F
2 Esvaziamento da linha N A N A F F
3 Conducgdo da amostra A N A A F F
4 Dilui¢do da amostra N N N A F A
5 fCO?gZL:tzrdoo da amostra ao espectro N N N A A F
6 Lavagem do frasco e linha de condu¢cdo N N N A A A
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E importante mencionar que um esquema onde um fluxo continuo de amostra
fosse conduzido até o espectrofotometro poderia ser utilizado. Tal abordagem poderia
simplificar o sistema de amostragem, evitando assim problemas de implementacdo comuns
como erros de dilui¢do e entrada de bolhas. Contudo, outros problemas seriam gerados. Por
exemplo, uma abordagem seria adicionar constantemente (em vazdo pré-estabelecida)
amostras do reator no frasco de amostragem (Figura 35). A razdo de diluigdo seria dada pela
diferenca de vazio das bombas B-1 ¢ B-3. Uma vazao onde a amostra poderia ser assumida
como continua poderia afetar o desempenho do reator de bancada, pois uma alta porcentagem
do volume reacional seria desperdicada para a andlise. Este obstaculo, contudo, podera ser
desprezivel em reator industrial devido a seu alto volume reacional, podendo esta abordagem
ser utilizado nesse caso. Outro exemplo seria manter um fluxo de dgua constante através do
espectrofotometro e em tempos determinados a amostragem ser realizada. Esta abordagem
tem uma implicagdo importante no momento da detec¢do do espectro UV. A difusdo axial da
amostra durante o trajeto até o espectrofotometro implica a adi¢gdo de mais uma varidvel na
multicalibracdo, o tempo. O detector deverd fazer varreduras continuas de maneira que
superficies de espectro versus tempo sejam adquiridas. Utilizando esta abordagem, a

calibragdo multicomponente se torna mais complexa, e deve ser feita ja em fluxo.

5.3 Multicalibragao

A aplicacdo de técnicas de quantificacdo simultdnea de multiplos analitos em
uma mesma amostra através de métodos de calibragdo multicomponente (ou multicalibragdo)
tem crescido rapidamente e ganhado popularidade. Uma de suas maiores vantagens ¢ que
geralmente nenhum procedimento de separacdo ou tratamento da amostra é necessario

(Andrade et al., 2003).
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A maioria dos métodos utilizados de calibragdo multicomponente ¢ baseada na
lei de Lambert-Beer, isto ¢, na dependéncia linear entre a concentracdo de um analito ¢ sua
absorbancia num determinado comprimento de onda especifico. Os métodos de
multicalibracdo mais utilizados sdo: inversa dos minimos quadrados (inverse least-squares,
ILS), também conhecido como regressao linear multipla (multiple linear-regression, MLR),
regressao de componentes principais (principal component regression, PCR) — andlise de
componentes principais (principal componente analysis, PCA) seguida por um passo de
regressao (Haaland e Thomas, 1988) — e minimos quadrados parciais (partial least-squares,
PLS) (Aratjo et al., 2001, Haaland e Thomas, 1988). O método de regressao multipla, MLR,
¢ o mais simples de aplicar ¢ o mais facil de interpretar. Entretanto, seu desempenho ¢
fortemente dependente em uma boa escolha de varidveis espectrais. Aratjo et al., 2001,
apresentam uma lista de métodos propostos na literatura para a selegdo de varidveis para
calibragdo multicomponente e propde um algoritmo de projecdo sucessiva (successive

projection algorithm, SPA) como uma nova estratégia de selecao de variaveis.

5.3.1 Espectrofotometria UV-Vis

De modo simplificado, o espectrofotometro ¢ um conjunto emissor/sensor de
luz capaz de quantificar a absorbancia de uma amostra. Em analises por espectrofotometria
podem-se identificar duas grandezas: transmitancia e absorbancia. A transmitancia ¢ definida

por:

I
T=— (72)

onde / ¢ a intensidade de luz transmitida e /), a incidente. Para a analise é necessario tomar
uma amostra em “branco” como padrdo, uma amostra bem definida, a partir da qual se
considerard 7 = 1. A absorbancia depende do caminho optico (L), da do analito e de sua

concentragdo na solu¢do de andlise (c), o que pode ser resumida pela lei de Lambert-Beer:
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A=-logT=¢-L-c (73)

onde € ¢ a absortividade do analito (ou coeficiente de absor¢do molar). Deste modo, a
absorbancia (4) ¢ relativa a uma substancia conhecida (branco), padronizando-se como o
marco zero de absorbancia para as andlises. Na andlise, geralmente utiliza-se um caminho
optico constante, caracteristico da cubeta empregada. Na maioria dos casos observa-se uma
linearidade entre a resposta de absorbancia e a concentracdo do analito, como previsto pela lei
de Lambert-Beer. Entretanto, ela s6 ¢ valida para certas faixas de concentragdo. A partir de
uma determinada concentracdo (dependente do analito) ocorrem desvios da linearidade.

O coeficiente de absor¢do molar varia com o comprimento de onda da luz
incidente, com a temperatura e o solvente da solucdo (j& que o mesmo pode ter uma
absorbancia caracteristica). Portanto, para o mesmo analito obtém-se absorbancias diversas,
dependendo, por exemplo, do comprimento de onda utilizado. O comprimento de onda no
qual um composto absorve mais intensidade luminosa ¢ denominado A maximo (Amax). Cada
substancia possui um Apy,x caracteristico e para se obter uma maior sensibilidade e minimizar
desvios da lei de Lambert-Beer as medidas analiticas sdo, geralmente, realizadas neste

comprimento de onda.

5.3.2 Modelos para Multicalibracdao em Espectrofotometro

Modelo dos Minimos Quadrados Classico (Classical Least Square - CLS)

Em nota¢io matricial', o modelo a ser ajustado que deriva diretamente da
formulagdo da lei de Lambert-Beer, onde m amostras de calibragdo, n comprimentos de onda

discretos e / componentes sdo utilizados é:

A = CK+E, (74)

! Matrizes aqui sdo denotadas por letras maitisculas em negrito e vetores por letras mintisculas em negrito.
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onde A ¢ uma matriz m X n da resposta do instrumento (espectro de calibragao), C ¢ a matriz
de concentragdes dos componentes cuja dimensdo é m x [, K ¢ a matriz de parametros de
dimensdo / x n (produto da absortividade molar do componente puro pelo caminho 6ptico).
E4 ¢ a matriz de dimensdo m % n que denota os erros no espectro ndo ajustados pelo modelo.
O melhor valor para a matriz K (Kp¢) pode ser calculado reduzindo-se o erro quadrado médio
através da classica solu¢do dos minimos quadrados:

Kopt =(C'C)'C'A (75)
onde as concentracdes de uma amostra podem ser preditas (Cprea) Usando novamente a solugao
de minimos quadrados:

Cpred :aKoptT(KoptKoptT)-l (76)

Observe que cCprea € a sdo vetores linha de dimensdes 1 x / e 1 x n
respectivamente. Este método é chamado de minimos quadrados classico (classical least-
squares, CLS) e de acordo com Haaland e Thomas, 1988, sua maior desvantagem na predigao
de concentragdes esta na necessidade do conhecimento de todos os componentes quimicos
presentes (incluindo componentes interferentes) e a calibragdo destes na regido espectral de

interesse.

Modelo de Regressao Linear Multipla (Multiple Linear Regression - MLR)

Uma maneira de melhorar a precisdo da predi¢cdo do vetor de concentragdes ¢
utilizar o modelo inverso da lei de Beer:
C=AP+ Ec (77)
onde P ¢ a matriz n x [ de coeficientes a ser ajustada e Ec ¢ a matriz m X [ que denota os erros
de calibragdo nao ajustados pelo modelo. Note que uma matriz P 6tima minimiza o erro das

concentragdes no passo de calibracdo e ¢ mais preciso na predigdo de C que o termo

K(,ptT(KoptKoptT)'l (Equagdes 75 e 76). Este método ¢ chamado de regressdo linear multipla
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(multiple linear regression, MLR) e sua maior vantagem ¢ que, se as colunas de E¢ forem

independentes, a analise de cada analito pode ser feita separadamente como descrito abaixo:
c=Ap+ec (78)

onde ¢ ¢ o vetor m X 1 com concentragdes de apenas um componente € ec, o vetor de erro

residual nos valores de concentra¢do nio ajustados pelo modelo. O vetor p (n % 1) pode ser

otimizado utilizando minimos quadrados durante o passo de calibracao

Popt = (ATA)'ATc (79)

e a concentra¢do do componente de interesse ¢ dada por:
Cpred = APopt (80)

Portanto, utilizando MLR, uma analise espectral quantitativa pode ser
realizada, mesmo se a concentracdo de apenas um componente for conhecida na mistura de
calibragdo. Entretanto, os componentes ndo incluidos na andlise devem estar presentes e
devem ser implicitamente modelados durante a calibragdo. A maior desvantagem deste
método é que a matriz que deve ser invertida na (ATA, Equagdo 79) tem dimensdo n x n;
contudo, seu posto (rank) ndo excede m. Isto €, o nimero de comprimentos de onda utilizados
na matriz A ndo pode exceder o numero de amostras utilizadas na calibragdo. Além disso,
problemas de co-linearidades podem aparecer quando um grande nimero de comprimento de
ondas ¢ utilizado (mesmo que n < m) e entdo a matriz a ser invertida pode também estar mal
condicionada. Com o objetivo de contornar este problema, muitas abordagens e técnicas tém
sido utilizadas. Geralmente, essas abordagens podem ser arranjadas em dois grupos: aquelas
que reduzem a singularidade de A'A ao selecionar comprimentos de onda (colunas de A)
especificos em vez de utilizar todo o espectro (Aragjo ef al., 2001); e aquelas que tratam todo
o0 espectro em um novo sistema de coordenadas (PCR e PLS) e entdo reduzem o numero de

entradas (geralmente chamadas variaveis latentes) do modelo.
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Modelo linear a partir da primeira-derivada do espectro

Informacdes da primeira derivada do espectro em relagdo ao comprimento de
onda em vez da utilizacdo direta do espectro de absorbancia podem ser utilizadas para
melhorar o desempenho da multicalibragdo em alguns casos (Abbaspour e Mirzajani, 2005).
Uma das vantagens do uso da derivada espectral ¢ que uma translagdo na linha de base entre a
calibracdo e a andlise ndo altera o desempenho do modelo. A partir da Equacdao 74 o modelo
de Lambert-Beer utilizando a primeira derivada se torna:

Ay =CK, + Ex 81)
onde a j-ésima coluna de Ay é definida como [04/04], e K, é a nova matriz de pardmetros.
Note que a Equacgdo 81 pode ser derivada quantas vezes A for diferencidvel em A. Seguindo
0s mesmos passos que foram utilizados na geragao do modelo MLR, obtém-se:
c=Au+ec (82)
Portanto, a Equacao 82 ¢ similar a Equagdo 78 e o vetor de pardmetros u pode

ser ajustado da mesma forma que p na Equagao 79.

Algoritmo de Projecdao Sucessiva (SPA)

O algoritmo de projecdo sucessiva (successive projection algorithm, SPA) ¢
um método de selecdo progressiva que consiste em selecionar ns colunas minimamente
redundantes da matriz A (Araujo et al., 2001). Comecando de uma coluna denotada por ay, o
método determina qual das colunas remanescentes tem a maior proje¢do no subespaco Sy
ortogonal a ay (vide Figura 36). Portanto, se as colunas de A forem normalizadas em vetores
unitarios, o SPA determina a coluna que tem o maior angulo em relagdo a ay. A coluna
selecionada, denotada a;, pode ser considerada como a que contém a maior quantidade de
informagdo ndo incluida em ay. Na proxima iteragdo, SPA se restringe ao subespago Sy,
tomando a; como a nova coluna de referéncia e repetindo o procedimento até que um valor

escolhido (ns) de colunas tenha sido selecionado. Note que a cada iteragdo, uma dimensdo do



131

subespaco de andlise S; ¢ removido. Assim, apds m iteragdes, os vetores colunas se reduzirao
a pontos de dimensdo zero (Dantas et al., 2004). Portanto, o nimero de colunas ns ndo pode

exceder o numero m de amostras utilizadas na calibragao.

Vetor
a, inicial
.lla
A
a‘! A
y 4
.
a,
AL > _A
B P,
’ .
Hiperplano
Pa, ortogonal a a,
\‘ A
Maior
projecao

Figura 36 Esquema geométrico de um passo do algoritmo de projecdo sucessiva, SPA.

Como mencionado anteriormente, SPA nao altera a matriz de absorbancias A,
mas seleciona ns comprimentos de onda pouco correlacionados (colunas de A). Encontrar o
melhor nimero de comprimentos de onda (ns) e a primeira coluna a ser utilizada neste
procedimento (a9) pode ndo ser uma tarefa facil. Uma estratégia a ser utilizada ¢ variar a
coluna inicial e o nimero ns, entdo comparar os resultados, por exemplo, utilizando a raiz
quadrada da média do quadrado do erro de validacdo em um procedimento utilizando dados

de ajuste e validacao.

Regressiao de componentes principais (principal component reqgression, PCR)

A andlise de componentes principais (principal component analysis PCA) é
uma técnica de reducdo de dimensionalidade e uma ferramenta para selecdo nao
supervisionada de regressores que tornam possivel abandonar entradas irrelevantes (Nelles,
2001). Ao usar PCA, a matriz A ¢ projetada em um novo conjunto de eixos de coordenadas

ortogonais calculadas de tal forma que a variancia dos dados seja maximizada ao longo destes
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eixos. Entdo, as direcdes relacionadas as maiores variancias (comportamento linear
sistematico do conjunto de pontos) sdo usadas no modelo e as diregdes com as menores
variancias sdo descartadas (relacionadas a ruidos). Na regressdo de componente principal,
PCR, a matriz de projecdo, B, gerada pelo PCA ¢ usada no lugar da matriz A original

c=Bv+ec (83)

onde v € o vetor ns X 1 de parametros. B pode ser calculado por:

B=AQ (84)
onde Q ¢ a matriz ns X n (ns < n) cujas colunas sdo os primeiros ns autovetores associados aos
ns maiores autovalores de A. B ¢ a matriz m x ns da projecao de A em Q. Observe que,
também neste método, o melhor niimero de regressores (entradas, ns) do modelo deve ser
encontrado. Vale notar que se todos os n autovetores forem utilizados na matriz Q, o modelo

se reduz ao MLR sem selecdo de entradas.

Minimos quadrados parciais (partial least squared, PLS)

O método de minimos quadrados parciais (PLS) ¢ uma técnica recente que
generaliza e combina caracteristicas da anélise de componentes principais (PCA) e regressao
multipla. Contudo, se diferencia do método PCR. Tanto o método SPA quanto o PCR tém a
desvantagem de seu critério de relevancia para cada entrada estar baseado nos dados de
entrada (A) apenas. Isto ¢, em alguns casos, estes métodos podem descartar entradas que sdao
relevantes em relagdo aos dados de saida (C) e importantes no desempenho do modelo. Em
PLS, ambos as matrizes, C e A, sdo decompostas em um conjunto de eixos ortonormais onde
a covariancia ¢ maximizada. Isto é:

t=Aw (85)

u=0Cx

T T T ..
onde, w w=1,tt=1 et ué maximizado.
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5.4Procedimento experimental: Multicalibracao

Com o objetivo de obter informagdes iniciais sobre os espectros caracteristicos
de cada componente presente na sintese enzimdtica de ampicilina e estabelecer uma regiao
propicia de trabalho (regido de comprimentos de onda e concentragdes), uma analise prévia da
calibragdo de cada componente em solucdo foi realizada. Varios modelos (todos lineares)
foram usados para o procedimento de multicalibracdo: SPA, PCR e PLS. Tanto o espectro de
absorbancia quanto sua primeira derivada em relagdo ao comprimento de onda foram
utilizados como matriz de dados. Dois valores de pH foram utilizados. Primeiramente, por ser
o pH de reagdo, escolheu-se o valor de 6,5 para a multicalibragcdo. Contudo, para se obter uma
maior diferenga entre os espectros caracteristicos do EMFG e da FG, foi avaliado pH 5,5

(vide se¢do 5.5.4).

5.4.1 Materiais e métodos utilizados

Espectrofotometro UV-Vis Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech) foi utilizado
em todas as andlises de varredura. Os dados de absorbancia foram obtidos no intervalo entre
190 e 400 nm com 1 nm de resolugdo com cubeta de quartzo com 1,0 cm de caminho 6tico.

Ester metilico de fenilglicina, EMFG (Aldrich), 6-APA (Winlab), ampicilina
(Winlab), fenilglicina, FG (Aldrich). Todos os reagentes sdo de grau analitico.

Os algoritmos para célculos dos diferentes modelos foram implementados em
Matlab®6.5. SPA segue o procedimento proposto por Aradjo et al., 2001. Os célculos da
matriz de autovetores e o calculo dos autovalores, para aplicagdo no PCR, foram realizados
utilizando fungdes existentes no Matlab. O algoritmo PLS foi implementado seguindo o

procedimento proposto por Haaland e Thomas, 1988.
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Em multicalibragdao a pH 6,5, o ajuste do pH se deu com hidréxido de sodio.
Em multicalibragdo utilizando pH 5,5, tampao fosfato, 0,1 M foi utilizado para a dilui¢ao das

amostras.

5.4.2 Analise da multicalibracao

Dois conjuntos de amostras foram utilizados na calibracdo multicomponente. O
primeiro conjunto foi obtido por meio de um procedimento fatorial 2* (16 amostras) (Barros

[T3E13

et al., 2003), onde os niveis e “+” correspondem a um quarto do limite inferior e superior
das concentracdes dos componentes puros dentro da regido linear respectivamente (vide
Tabelas 11 e 15 nas paginas 137 e 149). O segundo conjunto de amostras (com 16 amostras)
foi obtido com uma selecdo aleatoria de concentragdes dentro da regido linear. Assim, a
quantidade de dados utilizados na multicalibracao foi de 32 espectros em cada pH. A derivada
do espectro em relagdo ao comprimento de onda foi obtida por meio de diferengas depois de
aumentar o numero de pontos de absorbancia através de interpolagao por spline ctbica.

Na analise computacional, as concentracoes de cada analito foram
normalizadas entre 0 e 1. A normalizagdo utilizada no ajuste dos modelos se diferencia um
pouco da utilizada na escolha dos comprimentos de onda pelo método SPA. Neste ultimo, a
normalizagdo foi feita pela norma euclidiana, em que cada elemento da matriz de
absorbancias ¢ divido pela norma da coluna. A normalizagdo da matriz absorbancia (ou da
primeira derivada do espectro) so foi utilizada na escolha dos regressores de SPA. A matriz
utilizada na regressao nao sofreu nenhuma alteracao, isto €, a matriz A de dados estd sempre
em unidades de absorbancia.

Do conjunto total de amostras, trés aleatoriamente selecionadas nao foram
utilizadas no procedimento de ajuste. O conjunto restante de amostras foi utilizado em

procedimento de validagdo cruzada, deixando uma amostra fora do ajuste de cada vez (leave

one out — Nelles, 2001). Entdo, todos os modelos foram comparados utilizando a raiz
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quadrada do erro quadrado médio da validagdo (root-mean-square error of validation,
RMSEV) que ¢ uma aproximagdo do desvio padrao do erro de validagdo e neste trabalho ¢é

definido para cada componente como:

RMSEV = \/lZ:(c;” —¢)? (86)
m =

onde c!” e ¢\ sdo os valores de referéncia e preditos das concentragdes do analito i na k-

ésima amostra de validagdo ¢ m ¢ o nimero de amostras usadas na valida¢do-cruzada.
Observe que o RMSEV ¢ a definicdo do desvio padrdo populacional aplicado ao erro de

validagdo e utilizado aqui como uma aproximagao do desvio padrao amostral.

5.5Discussao dos resultados obtidos na multicalibracao

5.5.1 Analise de solugdes aquosas monocomponente.

Uma calibragdo prévia (em pH 6,5) foi construida para cada componente
(AMP, 6-APA, FG ¢ EMFG) e uma predicdo aproximada da regido linear de cada
componente foi obtida (Figura 37A). Embora o metanol seja produzido pela sintese
enzimdtica de ampicilina ao utilizar um éster como derivado do doador acil e, portanto, esta
presente no meio reacional, sua absortividade molar ¢ muito baixa. Assim, o metanol ndo
apresenta espectros de absor¢do dentro da faixa de regido estudada. Uma analise prévia da
calibragdo de cada componente mostrou algumas caracteristicas do espectro:
a) embora a absortividade molar de todos os componentes de interesse aumente em menores
valores de comprimentos de onda (A < 230 nm), h4 grandes sobreposi¢cdes de espectros
nesta regido.

b) diferencas mais significativas entre os espectros estdo presentes entre 240 e 270 nm.
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b) baixa absortividade pode ser notada para todos os componentes de interesse apds 270 nm

(Figura 37B).
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Figura 37 A) Regido cuja absorbancia ndo ultrapassa 1,5 a.u. (uma aproximacgao da regido linear onde ¢ valida a
lei de Lambert-Beer) para cada componente puro como fun¢do da concentragdo e comprimento de
onda. Legenda: ampicilina ( / ); 6-APA (\); FG (—); EMFG, (| ). B) Espectro caracteristico de cada
componente.

Portanto, a regido entre 240 a 270 nm foi escolhida como regido de trabalho.
Embora a regido seja pequena (31 comprimentos de onda discretos), o uso de comprimentos
de onda abaixo de 240 nm implicaria uma grande reducdo nas concentra¢des dos analitos nas
amostras. Isto ¢, uma grande dilui¢do das amostras do reator deve ser realizada com o objetivo
de manter a concentracdo dentro de um dominio linear de analise (Figura 37A). Note que
quanto maior a area na Figura 37A, menor ¢ a absortividade molar do componente na regiao
de comprimento de onda Conseqiientemente, as baixas concentragdes reduziriam a
sensibilidade da leitura dentro da regido onde se apresenta maior diferenca espectral (240-
270nm). Contudo, como pode ser visto na Figura 37B, nota-se claramente que os espectros
caracteristicos da FG e do EMFG sao muito similares dentro da regido escolhida. Isto reflete a
similaridade entre essas moléculas e torna a andlise multicomponente desse sistema uma

tarefa dificil.
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Em termos de concentragdo, nestas condi¢des estabelecidas (240 a 270 nm), a
regido linear est4 aproximadamente entre 0,7 ¢ 3,5%x10~ M para ampicilina, 0,6 ¢ 3,0x10° M
para 6-APA e 1,6 e 8,0x10” M para FG ¢ EMFG quando apenas componentes puros estio

presentes. Estas concentragdes foram levadas em conta no procedimento fatorial.

5.5.2 Analise multicomponente (pH 6,5).

SPA, PCR e PLS foram aplicados aos dados de absorbancia e a sua derivada
em relacdo ao comprimento de onda. Os espectros obtidos para as 32 amostras utilizadas estao
apresentados na Figura 38. Os limites de concentracdo de cada componente, descrito na
Tabela 11, foram escolhidos de tal forma que as absorbancias estivessem na regido linear do

espectro. A Figura 38 mostra também a primeira derivagao do espectro utilizado em regressao

multipla.
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Figura 38 Espectros de amostras provenientes do procedimento fatorial utilizadas na calibragdo
multicomponente (ampicilina, 6-APA, fenilglicina e EMFG). A direita, o espectro das absorbancias e
a esquerda a primeira derivada do espectro UV em relagdo a A.

Tabela 11 Limites de concentragao utilizados na multicalibra¢do (pH 6,5).

Concentra¢io / 10°M
Limite AMP 6-APA FG EMFG
Superior 0,875 0,75 2,0 2,0
Inferior 0,175 0,15 0,40 0,40
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Ao invés de variar ambos, o comprimento inicial escolhido (ag) € o numero de
regressores (ns), e entdo aplicar o passo de regressdo para todas as multiplas escolhas em
SPA, uma andlise prévia de a, foi feita. Variando a, para todo o intervalo de comprimentos de
onda, de 240 a 270nm, verificou-se que em todos os conjuntos de comprimentos de onda
selecionados pelo algoritmo (ns de 4 a 31), o comprimento de onda correspondente a 270 nm
esteve sempre presente. Entdo, a coluna referente a este comprimento de onda foi escolhida
como a primeira coluna utilizada (ag) no SPA, economizando tempo de analise e esfor¢o
computacional. O mesmo ocorreu para a matriz da derivada do espectro mas, neste caso, o
comprimento de onda resultante foi 260 nm.

A Figura 39 mostra os resultados obtidos para a ampicilina em validagdo
cruzada utilizando o espectro de absorbancia como entradas do modelo. Nos graficos, as
abscissas foram limitadas a 25 regressores em todos os métodos. Isto foi feito porque o mal
condicionamento da matriz A"A aumenta muito o erro de validagdo quando o numero de
regressores se aproxima do nimero de ensaios utilizados.

Ha uma pequena diferenca na velocidade com que o RMSE de validagao tende
a seu minimo para cada método. PCR usa regressores (entradas) que sdo combinagdes lineares
dos dados. Como os primeiros regressores do PCR tendem a descrever a maior parte da
variancia dos dados, este método tende a ter melhores desempenhos que o SPA quando
apenas algumas entradas sdo usadas (valores baixos de ns). PLS, por outro lado, usa
combinagdes lineares ndo apenas para as absorbancias, mas também para os dados de
concentragdes (saidas do modelo), o que aumenta ainda mais o desempenho do modelo
quando o numero de regressores, ns, ¢ reduzido. Entretanto, apesar das diferengas no nimero
otimo de regressores, todos os modelos tiveram um desempenho similar na validagao cruzada

para todos os componentes, como mostra a Tabela 12.
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Figura 39 Resultados obtidos na validagdo cruzada dos modelos de calibragdo multicomponente para a
ampicilina. Os graficos mostram a raiz quadrada do erro quadrado médio (root-mean-square error,
RMSE, Equacgdo 86) de ajuste (- - -) e validagdo (—) em func¢do do numero de regressores. Os valores
de RMSE apresentados nos graficos sdo adimensionais. Isto €, estdo divididos pela concentragdo
maxima usada para ampicilina. As setas mostram o minimo do erro de validacdo. pH 6,5.

Os resultados obtidos (Figura 39) mostram que as curvas de erro de ajuste e
validagdo seguem um comportamento tipico. Isto €, aumentando o niimero de regressores, o
modelo se torna mais complexo (mais flexivel) o que lhe permite descrever melhor o
comportamento dos dados que estdo sendo utilizados para o seu ajuste. Dessa forma, o erro do
modelo em relacdo aos dados de ajuste tende a diminuir monotonicamente com o aumento do
numero de variaveis de entrada. Contudo, com o aumento dessa “flexibilidade”, o modelo
tende a ajustar ruidos externos que ndo correspondem ao comportamento intrinseco do
sistema. Isto leva a um sobre-ajuste (overfitting) dos dados. O erro de validagdo (erro do
modelo frente a dados novos, ndo utilizados no ajuste de seus parametros) decresce até um
minimo e depois comega a subir, evidenciando que a redu¢do do erro de ajuste (a partir deste
ponto) ndo mais reduz o erro sistematico do modelo (comportamento) e sim a variancia do
ruido. O ponto de minimo erro de validagdo, embora ndo indique o melhor modelo entre todos
os possiveis, indica o melhor modelo para a classe estudada (modelo linear, por exemplo).

Os melhores resultados na validagdo cruzada, com erros em unidades de
concentracdo, e o nimero de regressores para cada método, estdo expostos na Tabela 12. A

utilizagdo da primeira derivada do espectro de absorbancia ndo melhorou o desempenho de
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predicdo do modelo em qualquer dos métodos abordados aqui. Isso se deve aos erros
adicionados que resultam ao se aproximarem derivadas de absorbancias por diferengas finitas.
Entretanto, estes resultados foram obtidos usando espectros onde a linha de base foi bem
controlada. Assim, se a linha de base (por alguma razao) for transladada, o desempenho do
modelo utilizando dados de absorbancia pode ser pior que o obtido para os modelos utilizando
dados de derivada. Contudo, como um bom controle da linha de base ndo é muito dificil de se

obter, este pode ser um melhor procedimento que utilizar um modelo com derivadas.

Tabela 12 Valor minimo de RMSEV (Equagdo 86) obtido na valida¢do cruzada de cada modelo e o nimero de
regressores utilizados. Sobrescrito  indica o uso do espectro de absorbancia e ¥ sua derivada. pH

6,5.
RMSEV/10° M Numero de regressores, ns
Modelo AMP  6-APA FG EMFG | AMP  6-APA FG EMFG
SPA® 0,045 0,026 0,055 0,093 12 18 16 16
PCR" 0,039 0,021 0,057 0,084 10 14 13 13
PLS® 0,039 0,025 0,056 0,087 09 12 09 09
SPA® 0,073 0,069 0,204 0,118 09 20 09 14
PCR® 0,057 0,040 0,190 0,101 14 21 22 12
PLS" 0,049 0,035 0,176 0,104 14 16 08 10

A avaliagdo final de cada modelo foi feita na predicdo de amostras cujos dados
nao foram utilizados na validacao cruzada. Como mostrado na Figura 40, comprova-se que a
diferenca no desempenho entre os métodos SPA, PCR e PLS ¢ pouco relevante. Devido a
utilizacdao de apenas trés dados de teste, o valor de RMSET (root-mean-square error of test)
(Tabela 13) ¢ uma estimativa pouco precisa do desvio padrao. Contudo ele nao se distancia
muito do valor de RMSEV obtido. Observe que, teoricamente, se o ruido da andlise for um
ruido branco (com probabilidade gaussiana e média zero), os desvios padrao do erro de teste e
de validagdo, com o aumento do nimero de amostras, devem tender ao mesmo valor, o qual
indicaria o desvio padrdao do ruido. Isso acontece quando a classe do modelo utilizado ¢

adequada e o modelo ndo € sub ou sobre-ajustado.
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Figura 40 Resultados obtidos para os dados de teste na predicdo de concentracdes utilizando SPA, PCR e PLS.
Barras de erro mostram o RMSE de validagéo. pH 6,5.

Tabela 13 Raiz quadrada do erro quadrado médio de teste (RMSET). pH 6,5.

RMSET/10°M
Modelo AMP 6-APA FG EMFG
SPA® 0,031 0,047 0,086 0,143
PCR" 0,021 0,038 0,095 0,107
PLS©® 0,024 0,040 0,096 0,113

Portanto, os resultados mostram que todos os métodos abordados aqui

proporcionam modelos com desempenhos semelhantes, que podem predizer os dados de

concentragdo, dentro de uma tolerancia estimada. A auséncia de um espectrofotometro com

diode array pode levar a utilizagdo do método SPA, onde apenas alguns comprimentos de

onda sao utilizados em detrimento do PCR ou PLS, onde todo o espectro deve ser utilizado.

Embora o resultado da multicalibragdo tenha apresentado bons desempenhos,

ao utilizd-la em processo (por meio de um sistema de injecdo em fluxo), a diluicdo das

amostras sera necessaria com o objetivo de manter o espectro de absorbancia da amostra na

regido linear. Entretanto, com a diluicdo da amostra, concentracdes baixas tenderdo a ter

maior erro associado, principalmente se a espécie ja for pouco sensivel a absor¢ao de luz

ultravioleta na regido de interesse, como € o caso dos EMFG e FG.
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5.5.3 Estimativa tedrica do desempenho da multicalibraciao em reator de
ampicilina.

Para estimar o desempenho tedrico do sistema automatizado de andlise
utilizou-se um perfil de concentracdes de sintese de ampicilina em reator semi-continuo
simulado com altas concentragdes iniciais de éster e 6-APA. As concentracdes de nove pontos
discretos (10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200 minutos) foram retiradas da simulagdo. Para
simular o perfil de absor¢do de cada amostra que seria retirada do reator ao longo do tempo,
uma calibracdo utilizando o método classico dos minimos quadrados (CLS, Equagdo 74) a
partir do modelo de Lambert-Beer foi realizada. Este ¢ o melhor método para a predi¢ao do
espectro, pois 0 erro no espectro € nao na concentragdo ¢ minimizado durante o ajuste. A
Figura 41 mostra o resultado obtido na predi¢do do espectro de trés dados de teste (ndo
utilizados na validacdo cruzada ou ajuste). As barras de erro sdo calculadas pela raiz quadrada
média do quadrado do erro de validagdo (RMSEV) para cada comprimento de onda. Observe-
se que, novamente, o valor do RMSEV ¢ uma boa estimativa do grau de certeza do valor

calculado.

I (a.u.)

Absorbancia

0.0 T T
240 250 260 27¢

A {nm)

Figura 41 Predi¢do de espectros de absorbancias a partir do ajuste feito utilizando o método CLS. Linhas
continuas indicam espectros experimentais e dados discretos indicam espectro calculado. Barras de
erro definidas pelo RMSEV obtido para cada comprimento de onda.
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Utilizando o modelo ajustado pelo método CLS, foram gerados espectros com
concentragdes obtidas pela simulacdo da sintese de ampicilina (supondo diluicdo de =1000
vezes). Aos espectros simulados foi adicionado um ruido gaussiano com média zero e
variancia igual a (RMSEV)”. A partir dos espectros simulados, utilizaram-se os melhores
modelos (niimero de regressores) para cada componente do método PCR para predizer as
concentragdes. O resultado, presente na Figura 42 (sem restri¢do), mostra uma estimativa do
desempenho da multicalibrag@o neste sistema.

Observa-se uma boa resposta do método de andlise para a ampicilina e para o
6-APA. Contudo, para a FG e para o EMFG, o resultado, apesar de estar dentro do erro
estimado, tem menor precisdo. Observa-se ainda que os erros de predi¢do da FG e do EMFG
sdo claramente correlacionados, i.e., quando se obtém uma resposta de concentracdo predita
acima da real para o EMFG, uma resposta abaixo da real ¢ percebida para a FG e vice-versa.

Isto se deve a grande semelhanca dos espectros destes dois componentes, que refletem as

semelhancas na estrutura de suas moléculas.
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Figura 42 Desempenho teodrico do sistema de analise por injecdo em fluxo utilizando multicalibracdo. Barras de
erro (RMSEV) indicam a estimativa na precisdo do valor predito pela multicalibra¢do. Diluigdo
teorica = 1000. A) resultado tedrico da multicalibragdo. B) resultado tedrico da multicalibragdo
utilizando informagdes (restricdes de igualdade) adicionais de balancos de massa.
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Informagdes de balancos de massa foram utilizadas com o intuito de aumentar
a precisdo das respostas das andlises. H4 duas equacdes de balango de massa linearmente
independentes a partir da reacdo global da sintese enzimatica (cineticamente controlada) de

ampicilina, que podem ser descritas como se segue:

N s + [ Foipa ()T = Cons (Y (0)+C o (O V (2)

t (87)
N + [ Faura (D)7 = Crpa () V (0)+ Crg (0 () + C 1y () (2)

onde Npzc € Ne ,p, s0 0 nimeros de moles presentes no inicio da reagdo de cada reagente

e os termos integrais indicam os nimeros de moles de reagentes adicionados na alimentagao.
Observe que o primeiro termo da Equagdo 87 ¢ conhecido e facilmente integrado e pode ser
denotado apenas como N, € N, 5, que significa a quantidade em nimero de moles de

cada reagente adicionado no reator até o instante ¢. Dessa forma, as equag¢des podem ser

descritas matricialmente da seguinte forma:

N, 60—APA (?) CAMP )
OV(Z) _ |:1 10 O:|. Coapa () (88)
NELGU) 1o 11 CFG (1)
ou, abreviadamente,
=1 <0 (89)

Uma maneira de incorporar os balangos de massa a predi¢do das concentragdes
seria utilizando-os como uma restri¢do de igualdade no calculo das concentragdes. Contudo,
como também ha um erro associado na predi¢io de ¢’(f), utilizou-se um método de minimos
quadrados ponderados (weighted least squares, WLS — Nelles, 2001). O problema proposto, a

ser otimizado em cada analise, é:

I’Ilgil’l I(e) = (J: 'g_go)lg;;v[ (igM ,g—go )+ ﬂSRTQ;IIQ €7 sr (90)

=BM
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onde Q ~ ¢ a matriz diagonal das varidncias estimadas (ou admitidas) para o erro nos

balangos de massa. Isto é:

diag(@,,)=[0% o} 1 e dig@,)=[3 )'o% )| O

C6-4P4  CEMF

O vetor err, seria o erro (sem restricao) entre o valor predito pelo modelo de
multicalibracdo (cg,) e valor real de concentragdo (c), errg, :[QSR —g]. Q. ¢ a matriz

diagonal das variancias dos erros estimada a partir dos valores de RMSEV obtidos na
validagdo cruzada. O problema (Equagdo 90) ¢é resolvido por minimos quadrados cléssico e

sua solucao é:

e=lr 9 s, +au)'l 2 vage) ©

Resultados da predi¢do de concentracao utilizando informagdes do balango de
massa, com 3% de desvio padrdo para as concentracdoes de reagentes adicionados estdo
mostradas na Figura 42 (com restri¢ao). Claramente, nao houve uma melhora significativa na
precisao da predicdo das concentragdes reais. O desempenho desta abordagem pode ser
comparado na Tabela 14.

Embora a melhora no desempenho tenha sido numericamente baixa, foi o
suficiente para reduzir bastante o erro nos balangcos de massa. O grande problema na
utilizacao do balanco estd na diferenca na precisdo do modelo para EMFG e FG, de um lado,
e para a ampicilina e 6-APA, de outro. EMFG ¢ FG tém baixos valores de absortividade
molar em relacdo a ampicilina ¢ ao 6-APA. O balanco de massa n3o pode aumentar
significantemente o desempenho do método de andlise, pois ambos os componentes com
baixa precisdo estdo na mesma equacdao de balanco. Portanto, embora a soma desses dois
componentes possa ser calculada com certa precisdo, a razao entre as concentracdes desses

componentes nao pode ser calculada com precisdo maior que a obtida diretamente pela

multicalibragao.
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Tabela 14 RMSE (raiz quadrada do erro quadrado médio) calculado para cada componente (em concentragdo)
entre o valor predito e o valor real de concentragdo utilizando e sem utilizar informagdes de Balanco
de Massa (B.M.). B.M.1 indica o erro encontrado no calculo do Balango de Massa 1 ou no valor de ¢’
(equagdo 64). Idem para o B.M.2.

RMSE /10°M
Modelo AMP  6-APA FG  EMFG | BM.I  B.M.2
Multicalibragio sem |, ¢ 20,0 623 763 212 14,0
restricao
M“ltlcai‘;b;;‘”" com | 502 19.8 62.7 70,6 6,78 4,84

Apesar da utiliza¢do dos balancos de massa ndo aumentar significativamente o
desempenho do método, ele pode ser usado para reconciliacao de dados. Isto ¢, fazer com que

o resultado da analise fornega valores de concentragdo que obedecam a conservagao de massa.

5.5.4 Analise de espectros de FG e EMFG em diferentes pHs

Bons resultados tedéricos para o monitoramento do produto desejado,
ampicilina, foram obtidos em pH 6,5. Contudo, devido a baixa absortividade molar do EMFG
e da FG, pouca precisao foi encontrada na estimativa destes dois componentes. Além disso,
suas respostas resultaram muito correlacionadas devido a grande similaridade entre suas
moléculas.

Com o intuito de melhorar o desempenho dos modelos de multicalibragdo, uma
analise da influéncia do pH sobre o espectro da FG e do EMFG foi realizada. Os graficos
presentes na Figura 43 mostram o espectro UV de EMFG e FG para diversos valores de pH.
Observa-se que os espectros obtidos para a FG quase nao se alteram com o pH. Isto ¢ reflexo
da presenca de apenas uma espécie carregada de FG para os diversos valores de pH. Nesta
regido de pH, a FG esta quase que totalmente como espécie zwiteriénica, como pode ser visto
no grafico da Figura 44. J4 o EMFG tem uma maior variagdo no espectro UV na regido de pH
apresentada. Isto pode ser também explicada pela diferenca na concentracdo de diferentes

espécies i0nicas carregadas. Entre os valores de pH 4 e 6, apesar da diferenca na absorbancia,
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os graficos estdo apenas deslocados. Isso pode ser verificado pelo grafico da primeira
derivada do espectro, Figura 43C. Nesta regido de pH o éster estd presente principalmente na
forma cationica. Quando o pH passa de 6,5 para 8, observa-se uma grande varia¢ao do perfil
do espectro. Nesta faixa ha a transicdo entre EMFG na forma cationica para forma neutra.
Entre 250 e 265 nm ¢é possivel verificar um certo deslocamento da primeira e segunda
derivadas do espectro em dire¢do a comprimentos de ondas maiores (Figura 43C-D). Em pH

8, a maioria das moléculas de éster esta na forma neutra.
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Figura 43 Espectro de absorbancia entre 230 e 280 nm para diferentes valores de pH. Concentragdo de tampéo
fosfato, SOmM. Solugdes de 3mM de Ester metilico de fenilglicina (A) e fenilglicina (B). Primeira (C)
e segunda (D) derivadas do espectro em relagdo ao comprimento de onda, A.
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pH

Figura 44 Fragdo molar de espécies carregadas de EMFG e FG em relag@o ao pH. Célculos realizados a partir da
Equacao 21, supondo solugdo ideal, e valores de pKa dados pela Tabela 1.

O espectro de absorbancia do EMFG em pH 8 apresenta uma maior
semelhanga com espectro do FG que nas regides de pH. Isto implica que o espectro do EMFG
na forma neutra tem um perfil de absrobancia mais parecido ao da FG.

Assim, a pouca sensibilidade da multicalibragio com relacdo a essas
moléculas, a pH 6,5, pode ser explicada em parte pela influéncia do pH na carga do éster. Isto
¢, uma pequena diferenca no pH ao redor de 6,5 pode alterar significantemente a concentracao
das espécies carregadas de éster e, conseqiientemente, o espectro caracteristico utilizado na
calibragdo. Além disso, um desvio do pH para valores maiores faz com que o espectro de
EMFG se aproxime do espectro da FG, o que pode trazer perda na precisao do método e
aumentar a alta correlagdo na detecg¢ao dessas espécies.

Levando em consideragdo esses aspectos, um novo procedimento de
multicalibragdo foi realizada, em pH 5,5. A escolha deste pH se deu pela maior diferenga
entre os espectros de EMFG e FG e pela baixa sensibilidade das espécies carregadas com uma

pequena alteracdo do pH nessa regido.
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5.5.5 Analise multicomponente (pH 5,5).

Todos os procedimentos utilizados na analise de calibragdo multivariavel em
pH 6,5 foram repetidos para o pH 5,5. A coluna referente ao comprimento de onda 270 nm foi
novamente escolhida como a primeira coluna utilizada (ag) no SPA. Os espectros obtidos e
sua derivada em relagdo ao comprimento de onda, para as 32 amostras, estdo apresentados na
Figura 45. Os limites de concentracdo de cada componente, descrito na Tabela 15, foram

escolhidos de tal forma a apresentarem uma relagao linear de respota com a concentracao.

Absorbancia (a.u.)
d/d>. (absorbancia) (10°a.u. nm™)

I !
240 250 260 270 240 250 260 270

Comprimento de onda, % (nm) Comprimento de onda,  (hnm)

Figura 45 Espectros utilizados na calibragdo multicomponente pH5,5. A esquerda, o espectro das absorbancias e
a direita, a primeira derivada do espectro UV em relagdo a A.

Tabela 15 Limites de concentragao utilizados na multicalibrag@o utilizando (pH 5,5)

Concentracio / 10°M
Limite AMP 6-APA FG EMFG
Superior 0,414 0,75 2,0 2,0
Inferior 0,083 0,15 0,40 0,41

A Figura 46 mostra os resultados obtidos de erros de ajuste e no procedimento
de validagdo cruzada, no caso da ampicilina. Observou-se uma diferenca no comportamento

desses graficos em relagdo aos obtidos em pH 6,5 (Figura 39). Houve uma queda brusca no
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erro de validagdao logo no inicio e depois as curvas de validagdo se mantiveram quase que
estacionarias. Isso sugere que poucos desvios experimentais ocorreram. A utilizagdo de
solugdo de tampao fosfato como solucao de dilui¢do ao invés do ajuste do pH por hidréxido
de s6dio pode ter sido responsavel por parte desse baixo desvio. Além disso, observa-se que o
método PCR tem uma resposta inicial melhor que o PLS, ao contrario do obtido em pH 6,5.
Contudo, no método PLS, o erro de validagdo cai consistentemente conforme se aumenta o

numero de regressores.

SPA PCR PLS
—— Validagéo —— Validagéo —— Validagéo

RMSE
RMSE
RMSE

numero de regressores, ns numero de regressores, ns numero de regressores, ns

Figura 46 Resultados obtidos na validagdo cruzada dos modelos de calibragdo multicomponente para a
Ampicilina. Os graficos mostram a raiz quadrada do erro quadrado médio (root-mean-square error,
RMSE, Equacdo 86) de ajuste (- - -) e validagdo (—) em fung@o do nimero de regressores. Os erros
estdo em relagdo a concentragdes normalizadas entre 0 ¢ 1.

Os melhores resultados na validagdo cruzada, com erros em unidades de
concentragdo, € o nimero de regressores para cada método, estdo expostos na Tabela 16.

Comparando os modelos SPA, PCR e PLS utilizando a matriz de absorbancia
como dados de entrada, observa-se que, assim como em pH 6,5, ndo houve diferenca
significativa entre os modelos a pH 5,5. Contudo, h4d uma diferenca grande entre os resultados
obtidos em pH 6,5 e pH 5,5. Embora ndo haja melhora no erro de validagdo cruzada da FG, a
ampicilina teve um decréscimo substancial no erro de validagdo. O fato de se ter utilizado
uma concentragdo de ampicilina menor que a utilizada na multicalibragdo realizada em pH 6,5
(vide Tabelas 11 e 15) pode ter contribuido para a queda deste erro. Além disso, tanto o 6-

APA como o EMFG, tiveram uma queda no erro de valida¢dao de quase 50% com relagdo ao
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obtido anteriormente. A utilizacdo da primeira derivada neste procedimento pareceu ndo
alterar substancialmente o erro de validagdo, assim como nos resultados obtidos

anteriormente, a pH 6,5.

Tabela 16 Valor minimo de RMSEV obtido na validag@o cruzada de cada modelo e o numero de regressores
utilizados. Sobrescrito ¥ indica o uso do espectro de absorbancia e ¥ sua derivada. pH 5,5.

RMSEV/10° M Numero de regressores, ns
Modelo AMP  6-APA FG EMFG | AMP  6-APA FG EMFG
SPA® 0,0078 0,011 0,056 0,050 6 14 9 11
PCR" 0,0086 0,013 0,051 0,049 6 5 5 5
PLS® 0,0056 0,012 0,052 0,050 24 16 8 5
SPA® 0,019 0,031 0,068 0,046 21 19 6 8
PCR® 0,0072  0,0081 0,045 0,047 14 25 8 7
PLS" 0,0082 0,017 0,045 0,045 16 9 25 4

A avaliacgdo final de cada modelo foi feita na predicdo de amostras cujos dados
ndo foram utilizados na valida¢do cruzada. Como mostrado na Figura 47 e na Tabela 17,
comprova-se que a diferenca no desempenho entre os métodos ¢ pouco relevante.

Com o aumento no nimero de amostras experimentais retiradas do reator de
sintese de ampicilina, espera-se que o re-ajuste dos modelos leve-nos a obter um melhor
desempenho na predi¢do das espécies com espectros semelhantes de absor¢do da luz UV, FG
e EMFG, na regido de interesse do espectro. Apesar disso, 0 modelo se mostrou eficiente no
monitoramento dos analitos de interesse da sintese de ampicilina, o que viabiliza sua

utilizagdo em reator industrial.
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Figura 47 Predi¢do de amostras de teste (ndo utilizadas na valida¢do cruzada) utilizando melhores modelos de
cada componente (SPA, PCR, PLS). As barras de erros mostram os valores de RMSEV (estimativa do
desvio padrao do erro) obtidos na validagdo cruzada os quais indicam um limite de confiabilidade na

predigéo.

Tabela 17 Raiz quadrada do erro quadrado médio de teste (RMSET). pH 5,5. Sobrescrito ¥ indica a utilizagdo do
espectro UV e ¥ a derivada do espectro.

RMSET/10°M

Modelo AMP 6-APA FG EMFG
SPA® 0,011 0,017 0,074 0,064
PCR® 0,010 0,013 0,076 0,070
PLS® 0,022 0,018 0,083 0,11
SPA® 0,024 0,026 0,23 0,091
PCR® 0,018 0,034 0,046 0,070
PLS" 0,022 0,021 0,085 0,13
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5.6 Validacao do sistema de amostragem automatizada

5.6.1 Materiais e métodos utilizados

Montagem do sistema de amostragem

Para a validacdo do sistema de amostragem automatica, o sistema proposto

apresentado na Figura 35 (pagina 123) foi montado. Para isso foram usadas:

a) 3 valvulas solenoides Cole-Parmer, 12 volts (V-1, 2 e 3);

b) 2 bombas peristalticas Masterflex com controle remoto liga/desliga (B-2, B-3);

¢) 1 bomba Masterflex com controle remoto via portas analdgicas (4-20 mA) de entradas e
saidas e controle de sentido do fluxo via porta digital (B-1);

d) 4 relés (acionados a 5 V);

f) espectrofotdometro UV-Vis Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech) com porta de comunicagao
RS232;

g) cubeta de quartzo de fluxo com caminho 6tico de 1,0 cm;

h) filtro de placa porosa (com reten¢do de particulas acima de 0,4 um) para a aquisi¢ao da
amostra.

A proposta inicial do sistema de aquisicdo era utilizar uma bomba que ficasse
ligada constantemente (B-1, vide Figura 35 e Tabela 10). Contudo, esta abordagem teve que
ser modificada. O actiimulo de biocatalisador no filtro depois de certo tempo de sucgdo
impedia um fluxo continuo e constante. Portanto, uma bomba analogica foi utilizada, onde era
possivel modificar o sentido do fluxo remotamente via porta digital. A disponibilidade de
apenas 4 portas digitais (entrada/saida 5 V), no entanto, acarretou a necessidade de controle
manual da bomba responsavel por levar a amostra ao espectro, B-3 (Figura 35). O

equipamento de aquisicao de dados utilizado estd descrito na seg¢do 5.2.
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Programas de controle de hardware foram escritos em LabVIEW (National

Instruments). Célculos de multicalibracdo foram realizados em Matlab.

Sintese de ampicilina

Experimento de sintese de ampicilina foi realizado utilizando 4,0 g de enzima
imobilizada comercial (Recordatti, Itdlia) de carga enzimatica de 260 Ul/g (medida pelo
método PDAB) e didmetro médio de 7 um. O experimento de sintese se deu em reator de
bancada (100 ml), com agitacdo magnética, encamisado, com temperatura controlada a 25°C
utilizando banho termostatizado. O pH foi controlado em 6,5 utilizando pH-stat Tritino

(Metrohm) e solu¢do de NaOH 1,0 M.

Quantificacdo dos analitos de interesse

Concentragdes de EMFG, FG, 6-APA e ampicilina foram determinadas usando
cromatografia liquida de alto desempenho (high performance liquid chromatography, HPLC)
Shimadsu com as seguintes caracteristicas: coluna Phenomenex C18, Sum,150 x 4,6mm; 1
ml/min de fase movel contendo 35% de acetonitrila, 2%0 SDS (dodecil sulfato de sodio), pH
3,0 corrigido por tampao fosfato 0,015M, a 25°C; sensor de UV, A =225 nm.

No monitoramento dos analitos de interesse, empregando analise por inje¢ao
em fluxo, aliquotas de 0,072 ml de amostra eram diluidas em 2,0 ,ml de solugdo tampao
fostato 0,1 M, pH empregando-se o sistema de amostragem (valvulas e bombas peristalticas)
descritos na Figura 35. Apo6s a dilui¢do, a solugdo era conduzida até o espectrofotometr, onde
foi obtido o perfil de absor¢ao da amostranum intervalo entre 230 e 280 nm. Os valores de
absorbancia obtidos alimentavam o modelo PCR de multicalibragdo (vide se¢do 5.3.2), onde
eram calculadas as concentracdes de cada analito de interesse.

Neste ensaio, trés tipos de amostragens foram realizados: amostras do reator

foram retiradas e analisadas no cromatdgrafo (HPLC); amostras foram retiradas da saida de
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descarte do espectrofotdometro e analisadas em HPLC; e, analises em espectrofotometro foram
realizadas utilizando multicalibragdo. A analise de amostras retiradas depois da saida do
espectrofotometro propicia identificar erros no resultado da andlise da multicalibragao

referentes a problemas na dilui¢do automatica.

5.6.2 Resultados da validacao e discussoes

Os resultados do teste da automagao da amostragem se encontram nos graficos
da Figura 48. Antes de discutir os resultados, contudo, ¢ importante esclarecer as diferentes
defini¢des das barras de erro mostradas nos graficos. As barras de erro referentes as analises
de multicalibragdo sao resultantes do RMSEV (raiz quadrada do erro médio quadrado de
validagdo- root mean squared error of validation). O valor para cada componente estd
presente na Tabela 16. No caso, o modelo utilizado foi o PCR”, pH 5,5. Note que as barras
de erro sao muito maiores que os descritos na Tabela 16. Contudo, isso se deve a diluigdo.
Quando o valor ¢ corrigido descontando a dilui¢ao, o erro aumenta na mesma propor¢ao que o
valor da concentra¢do. As duplicatas presentes nos resultados de multicalibracdo nao sao
duplicatas de amostragens, mas sim de analises. Isto €, os perfis de absor¢ao eram obtidos em
duplicatas entre 230 e 280nm. Observe que a duplicata de andlise estd sempre dentro do erro
estimado. As barras de erro de anélises em HPLC representam o erro das concentragdes
utilizadas nas curvas de calibracio do HPLC. Esses erros sdo estimados a partir da
propagacdo do erro experimental (mapeado pelos erros de balangas, pipetas, baldes etc.). Isto
foi feito porque uma parte do erro s6 pode ser percebida quando ha reagdo. A diferenga na
pureza dos reagentes sO se verifica a partir do erro no balangco de massa dos componentes. Os

possiveis erros de dilui¢ao ndo estdo representados.
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Figura 48 Resultados das analises das concentragdes de ensaio de sintese enzimatica de ampicilina. Preto:
analise em espectrofotdmetro por multicalibragio, onde as barras de erros correspondem ao RMSE de
validacdo cruzada. Vermelho: analise em HPLC na saida do espectrofotometro; Verde: analise em
HPLC de amostras retiradas do reator. As barras de erro das analises feitas em HPLC correspondem
a propagacao tedrica do erro na obtengao das curvas de calibragdo do HPLC.

Os resultados obtidos para o teste da automacdo da amostragem mostram que,
no caso da ampicilina (produto desejado) e para o 6-APA (substrato mais oneroso), a analise
pela multicalibragdo ¢ tdo precisa quantitativamente quanto a andlise por HPLC. O fato do
valor do 6-APA predito pela multicalibragdo estar mais proximo do valor dado pelo HPLC
proveniente do reator pode parecer estranho. Contudo, as diluicdes do reator e do
espectrofotometro diferiram e neste ultimo a concentragdo de 6-APA estava um pouco abaixo
da curva de calibragdo do HPLC, o que refletiu em um deslocamento sistematico no valor

desta variavel em quase 10%.
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Outro aspecto importante dos resultados obtidos ¢ que eles mostram que a
dilui¢do da amostra via o equipamento de automagdo montado tem tanta precisdo quanto a
amostragem direta do reator via micropipeta.

Apesar dos bons resultados para a ampicilina e 6-APA, os resultados da
multicalibragdo para o EMFG e FG mostram que a precisdo na predi¢do dessas concentragdes
¢ baixa. Isto era de se esperar, devido a baixa absortividade molar desses dois componentes
frente a absortividade da ampicilina e do 6-APA. Os resultados mostram também uma
correlacdo na predicdo do EMFG e da FG mesmo em pH 5,5, resultado da grande dificuldade
na diferenciagdo do espectro desses dois componentes com moléculas similares. Este
problema, entretanto, pode ser contornado utilizando dados mais préximos da concentracao de
analise para calibrar estes dois componentes. Observe-se que a variagdo entre as varreduras
durante toda a reacdo ¢ muito pequena, como mostra a Figura 49. Observe-se também que a
multicalibracao foi feita para um amplo espectro de concentragdo nas amostras (vide Figura
45). Com isso, podem-se utilizar os resultados obtidos neste ensaio para obter outra curva de

calibragdo com melhor capacidade preditiva nessa regido.
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Figura 49 Espectros UV obtidos pelas varredura em espectrofotometro das amostragens automatizadas. O
grafico a esquerda apresenta todos os espectros obtidos no ensaio de sintese de ampicilina, inclusive a
linha de base (proxima ao zero de absorbancia). A direita, o grafico mostra quatro varreduras de duas
amostras: uma a 5 minutos de reacdo e a 217 minutos de reagao.
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Embora o desempenho da multicalibragdo para o EMFG e FG tenha sido
inferior em relagdo ao desempenho obtido para o 6-APA e para a ampicilina, € mesmo que
ndo seja possivel melhorar este desempenho, o que é pouco provavel, os resultados como um
todo para a multicalibragdo s3o promissores. O esquema montado de anélise em tempo real
propiciou, no experimento realizado, a prorrogagdo do ensaio, que a principio estava
estipulado para 150 minutos, a fim de obter melhores dados da hidrolise da ampicilina. Isto
seria impossivel ser feito utilizando dados de analise provindos de HPLC. A obten¢do do
resultado das concentragdes neste tempo de reagdo, se apenas uma amostra fosse retirada do
reator a cada 10 minutos, s seria possivel depois de quase 5,5 horas depois do inicio da
reacdo. Isto ¢, depois de 3 horas que a reacgdo tivesse sido finalizada. Além disso, ambos os
resultados (EMFG e FG) provenientes da multicalibragdo seguem exatamente a tendéncia real
das concentragdes no reator. Isso é o suficiente para manter a concentracdo de éster em
patamar desejado, tendo como base a concentragdo inicial conhecida no reator. Vale notar que
a concentracdo de EMFG predita pela multicalibragdo permanece em zero a partir de 130
minutos de reagdo. Isso se deve a uma restricdo imposta no algoritmo de calculo, de que a
concentragdo de nenhum componente pode ser inferior a zero.

Finalmente, a utilizagdo de modelos empiricos para predi¢do de perfis de
alimentacdo do reator semi-continuo facilmente acarretard em desvios no perfil de
alimentac¢do obtido teoricamente e usado pelos algoritmos de controle, e conseqilientemente no
perfil de alimentagdo real, quando se trabalhar em malha fechada, para manter os perfis de
concentragdo otimizados no reator. Em vista disso, o monitoramento da reagdo em tempo real
¢ imprescindivel quando se se pretende manter o controle da reagdo. Os resultados obtidos
mostram que a utilizagdo do sistema FIA de amostragem proposto, com multicalibragdo em

espectrofotometro, permite esse monitoramento.
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O sistema FIA possibilita também um maior nimero de amostragens, € com
isso, mais dados experimentais disponiveis para reajuste dos pardmetros dos modelos
matematicos. Por fim, uma técnica estabelecida e validada de monitoramento on-line da
reacdo de sintese enzimdtica de ampicilina possibilita um aumento de escala com maior

controle e seguranga, mesmo utilizando-se de modelos cinéticos aparentes e/ou empiricos.
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6 Ensaios Cinéticos

Embora tenham sido obtidos resultados promissores de politicas Otimas de
operacdo através de métodos de otimizagdo dinAmica em malha aberta, esses resultados foram
obtidos utilizando um modelo cinético simplificado, cujos pardmetros foram ajustados por
Ferreira et al., 2000, utilizando ensaios com biocatalisadores de gel de agarose com baixa
carga enzimatica. Além disso, efeitos difusivos podem aumentar ainda mais a distancia entre
o resultado obtido e uma corrida real. Em vista disso, varias bateladas de sintese enzimatica

de ampicilina foram realizadas com o intuito de avaliar modelos cinéticos.

6.1 Procedimento experimental: sintese de ampicilina

Experimentos de sintese de ampicilina foram realizados utilizando enzima
imobilizada comercial (Recordatti, Itdlia) de carga enzimdtica de 260 Ul/g. O pH foi
controlado em 6,5 utilizando pH-stat Tritino (Metrohm) e solu¢do de NaOH 1,0 M. Os
experimentos de sintese se deram em reator encamisado (30 - 100 ml), com temperatura
controlada a 25°C utilizando banho termostatizado. A agitagdo foi realizada por agitador
magnético. Para iniciar a reacao, 6-APA ¢ dissolvido controlando o pH abaixo de 9,0 para que
nao haja uma degradacao acelerada do reagente. O EMFG ¢ entdo dissolvido controlando-se o
pH em 6,5 (pH da reagdo). O volume da solucao ¢ ajustado para o de reagao controlando o
valor de pH. A solugdo reacional inicial ¢ mantida em reator para entrar em equilibrio térmico

com a camisa. A reagdo se da inicio quando o biocatalisador ¢ inserido na solugdo.
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Anadlise das concentracdes de EMFG, 6-APA, ampicilina e FG se deu por

cromatografia liquida de alto desempenho (high performance liquid chromatography, HPLC)

como descrita na se¢do 5.6.1.

6.2 Resultados dos ensaios cinéticos

Os experimentos de sintese de ampicilina foram realizados em reator batelada

em pH do meio reacional em 6,5 e a temperatura a 25°C. Utilizou-se biocatalisador industrial

(PGA imobilizada Recordatti) geralmente empregado na produgdo industrial do 6-APA a

partir da hidrélise da penicilina G. A utilizagdo de biocatalisador industrial tem como objetivo

validar modelos (semi-empiricos) de reator visando a producao em larga escala.

Tabela 18 Caracteristicas dos diferentes ensaios de sintese de ampicilina realizados em reator de bancada a 25°C
e pH 6,5, utilizando biocatalisador industrial de PGA imobilizada (Recordatti).

Concentragdo inicial

nominal
Batelada Volume Massa Atividade do Tempo de
o reator (ml) catalisador catalisador reagdo (min) | EMFG (mM) 6-APA (mM)
() (Ul/g)

1 30 0,30 258 90 50,0 10,0
2 30 0,30 258 90 50,0 10,0
3 30 0,30 258 90 50,0 10,0
4 30 0,30 258 90 50,0 10,0
5 100 4,0 258 130 100 300
6 100 3,5 258 120 50,0 150
7 100 4,0 258 220 25,0 40,0
8 50 1,6 258 120 25,0 250
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Figura 50 Resultados de ensaios em batelada de sintese enzimatica de ampicilina (25°C, pH 6,5) utilizando

biocatalisador industrial (PGA imobilizada Recordatti). Os pardmetros de cada experimento (Z, 2...,
7) estdo presentes na Tabela 18. As linhas desenhadas entre os pontos experimentais indicam a
tendéncia do grafico, onde ¢ validado o balango de massa dos componentes.

A Tabela 18 mostra varidveis caracteristicas de cada batelada. Os graficos
presentes na Figura 50 mostram os resultados obtidos. Os pontos denotam dados
experimentais. As linhas de tendéncia dos graficos foram obtidas a partir do seguinte

procedimento: reajustaram-se, para cada batelada separadamente, os parametros cinéticos do
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modelo simplificado proposto por Ferreira et al., 2000 (secao 2.7.1), onde as concentragdes
iniciais de EMFG, FG e 6-APA no tempo zero, foram também considerados parametros de
ajuste (utilizando o método da maxima verossimilhanga, Himmelblau, 1970) e integraram-se
numericamente os balangos de massa usando as velocidades obtidas, simulando a batelada por
modelo pseudo-homogéneo (hipotese de que toda a enzima estd homogeneamente distribuida
pelo reator). Note que, desta forma, o balango de massa nas linhas de tendéncia ¢
obrigatoriamente obedecido. Como o ajuste foi feito para cada experimento separadamente, as
linhas ndo necessariamente indicam um bom ajuste do modelo utilizado. Contudo, validam o
balango de massa das componentes presentes na reacdo, indicando que ndo ha reagdes
paralelas além das consideradas (reagdes enzimaticas ¢ hidrolise inespecifica do éster) que
degrade algum dos componentes (EMFG, FG, 6-APA e AMP) em outra espécie quimica que
ndo esteja sendo considerada aqui. Além disso, as linhas de tendéncia funcionam como um
bom alisamento dos dados experimentais, podendo ser utilizadas para interpolar os dados
obtidos.

Quatro bateladas (Figura 50, graficos 1 a 4) foram realizadas com concentracao
inicial de EMFG acima da concentragdo de 6-APAampicilina. As condi¢gdes de reacdo foram
mantidas constantes, o que propicia uma indicagdo do desvio experimental entre uma batelada
e outra. Observa-se, nos quatro primeiros graficos, que a concentragdo inicial de fenilglicina
diferencia de batelada para batelada. Estes resultados pode ser atruibuido a hidrolise
inespecifica do EMFG anterior a reacdo enzimdtica, o que pode acontecer enquanto 0s
substratos estdo sendo dissolvidos na solugdo reacional. A dissolugdo dos substratos tende a
alterar o pH que, se ndo for bem controlado, pode levar a velocidades diferentes de hidrdlise
inespecifica do éster. Outros trés experimentos foram realizados utilizando concentragao de 6-
APA inicial acima da de EMFG. Nesses experimentos, a concentracdo de enzima foi

aumentada consideravelmente para aumentar as velocidades de reagdo e diminuir o tempo dos
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experimentos. A reducao das velocidades enzimaticas se deve, provavelmente a inibi¢ao pelo
6-APA da formag¢dao do complexo acil-enzima (vide discussdo do capitulo 2 ). No
experimento 7, o tempo foi prolongado a fim de se obterem dados de hidrolise enzimatica do
antibiotico formado (Hidrolise 2 da Figura 4). A decisdo do tempo de finalizagdo da reagao
foi tomada a partir dos resultados obtidos pela amostragem automatica e analise on-line da

reagdo via multicalibragdo (sistema FIA).

6.2.1 Avaliacao de modelos para a representacao da sintese enzimatica de
ampicilina.

O modelo de reator pseudo-homogéneo, utilizando modelos cinéticos
propostos na literatura, foi simulado e comparado com os ensaios experimentais realizados.
Os resultados obtidos (Figuras 51 e 52) mostram que os modelos simplificados utilizados nao
sdo adequados para descrever os dados experimentais. Tal resultado era esperado. Em parte, a
utilizagdo de biocatalisador com altas cargas de enzimas imobilizadas gera efeitos difusionais
no interior da particula, causando perfis de concentragdes ¢ de pH que ndo podem ser
desprezados. Como ¢ sabido, a hipdtese utilizada, de reagdo pseudo-homogénea, implica em
parametros cinéticos aparentes dependentes das condigdes de reagdo, principalmente quando
os efeitos difusionais sdo pronunciados. Além disso, os modelos cinéticos simplificados
empregados, embora possam ser utilizados em regides limitadas com certo grau de
confiabilidade, podem ndo conseguir predizer com precisdo a cinética em toda regido de
concentragdes de substratos e produtos presentes nesses experimentos — € que sao necessarias

para uma sintese otimizada, industrialmente competitiva.
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Figura 51 Avaliacdo do modelo pseudo-homogéneo de sintese enzimatica de ampicilina utilizando modelo
cinético simplificado proposto por Ferreira et al., 2000. Os parametros de cada experimento (Z, 2...,
7) estdo presentes na Tabela 18

E importante notar que, no modelo cinético de Youshko e Svedas, 2000b
(MS2, segdo 2.6.2), a concentragdo enzimatica (Cgy, 5) ¢ dada em mol.lI'. Contudo, a
informagdo que temos de concentracdo enzimatica estd em termos de atividade em unidade

internacional, Ul. Em vista disto, foi feito um ajuste de um termo de conversdo, g, onde
Clmoler] — g, CIU [V . Dessa forma, os dados experimentais obtidos foram necessarios para o

calculo deste termo, cujo valor resultante — devido a utilizagdo do modelo pseudo-homogéneo
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— ¢ aparente. Portanto, a boa qualidade na previsao do modelo no grafico 7 da Figura 52, por

exemplo, ¢ aparente. Dependendo entdo, do valor de ag,., os resultados do modelo nos

graficos 1-4 da Figura 52 poderiam estar melhores que os dos graficos 5-7 da mesma figura.
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Figura 52 Avaliagdo do modelo pseudo-homogéneo de sintese enzimatica de ampicilina utilizando modelo
cinético simplificado proposto por Youshko e Svedas, 2000b. Para termo de conversao, ag,, = 4,0x10°
’mol.,,.UT"". Os pardmetros de cada experimento (1, 2..., 7) estdo presentes na Tabela 18.
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Figura 53 Resultado do ajuste dos parametros cinéticos aparentes do modelo cinético proposto por Ferreira et
al., 2000, admitindo modelo de reator pseudo-homogéneo. Os pardmetros de cada experimento (1,
2..., 7) estdo presentes na Tabela 18.

Os resultados obtidos em ensaios de sintese enzimatica de ampicilina

utilizando biocatalisador industrial mostraram que modelos cinéticos presentes na literatura,

assumindo hipotese de reator pseudo-homogéneo, ndo sdo capazes de predizer o

comportamento do reator em toda sua faixa operacional. Portanto, os modelos devem ser



168

modificados a fim de serem utilizados em algoritmos de controle 6timo. Como comentado na
secdo 3.3, o ajuste de uma cinética mecanistica, com suas constantes de velocidade

dependentes do pH, utilizando um modelo reativo-difusivo, seria tarefa extremamente dificil

(sendo impossivel), uma abordagem certamente inviavel no ambito deste doutorado.
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Figura 54 Resultado do ajuste dos parametros cinéticos aparentes do modelo cinético proposto por Youshko e
Svedas, 2000b, admitindo modelo de reator pseudo-homogéneo. Os parametros de cada experimento

(1, 2..., 7) estdo presentes na Tabela 18.
Utilizou-se o modelo pseudo-homogéneo para

reajustar a cinética,

desprezando, assim o modelo difusivo. Isso implica em admitir que o coeficiente de
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efetividade (1, definido como razdo entre a velocidade real de reagdo global e a velocidade de
reacdo que resultaria se toda a superficie catalitica fosse exposta a concentragdo da superficie
externa do catalisador - Fogler, 2002) seja praticamente constante durante a reacdo. Dessa
forma, os pardmetros cinéticos ajustados dependem das condi¢des operacionais. Esse enfoque
foi testado utilizando os modelos cinéticos simplificados abordados aqui (Figuras 53 e 54).

Os parametros dos modelos cinéticos simplificados foram reajustados
utilizando todos os experimentos (1-7). A concentragdo de 6-APA inicial de cada batelada foi
calculada a partir da média da soma das concentracdes de 6-APA e ampicilina (em fun¢do do
tempo) para todas as amostras. As concentracdes de EMFG e FG iniciais foram deixadas
livres para serem ajustadas. Para o modelo proposto por Youshko e Svedas, 2000b, também
foi ajustado um novo valor de ag,.. Os resultados presentes nas Figuras 53 e 54, mostram que
os modelos cinéticos utilizados, mesmo com seus parametros reajustados, ndo sdo capazes de
representar os dados experimentais. Observa-se também que os modelos se mostraram
equivalentes, o que ndo era necessariamente esperado, mesmo tendo ambos os modelos
cinéticos a mesma quantidade de pardmetros.

Resultados mostram que os modelos cinéticos simplificados, utilizados como
modelos aparentes, ndo conseguem se ajustar a todas as condi¢gdes experimentais. Entdo, uma
nova abordagem deve ser tentada.

A utilizacdo de uma cinética mecanistica completa como modelo cinético
aparente resulta em uma quantidade muito grande de parametros, cujos valores ajustados
seriam, muito provavelmente, altamente correlacionados. Entdo, optou-se por um modelo
cinético aparente utilizando Redes Neurais Artificiais Alimentadas Adiante (feed forward
artificial neural network) (Haykin, 2001), também conhecidas como Multilayer Perceptrons
(MLPs) Duas redes foram utilizadas, uma para modelar a velocidade de geracdo de ampicilina

e outra para a velocidade de geracao de fenilglicina. As demais velocidades sdo linearmente
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dependentes destas duas e podem ser facilmente calculadas a partir delas. O treinamento das
redes (ajuste dos parametros) se deu via algoritmo de retropropagagao, utilizando pacote de
redes neurais do Matlab7', e seu término via parada antecipada (aumento do erro de validagdo
com o numero de iteragdes, Haykin, 2001), evitando assim um sobre-ajuste (overfitting). As
redes foram ajustadas a partir de velocidades calculadas derivando as curvas de tendéncia
presentes nos graficos da Figura 50. Dessa forma, foi possivel utilizar um maior niimero de
pontos no treinamento (ajuste) das redes. 25% dos dados aleatoriamente coletados foram
utilizados na validagdo cruzada. Dez neurdnios foram usados na camada oculta da rede para a
predi¢do da velocidade de ampicilina, e sete para predicao da velocidade de fenilglicina. As
entradas das redes neurais foram as mesmas utilizadas como entradas das velocidades de
reacdo: as concentragdoes de EMFG, 6-APA, AMP ¢ FG. Com as velocidades de reagdo
ajustadas pelo modelo neural, utilizou-se dos dados de concentragdo experimentais (e nao
mais das curvas de tendéncia) para ajustar as concentragdes inicias de cada batelada (1-7) para
mostrar graficamente o resultado do ajuste por redes neurais na Figura 55.

Os resultados obtidos utilizando redes neurais para modelar as cinéticas
aparentes da sintese enzimatica de ampicilina mostraram que este tipo de modelo ¢ flexivel o
bastante para se ajustar a todos os dados experimentais. Conseqiientemente, tera grande
probabilidade de se ajustar a todas as regides de concentragdes necessarias em uma sintese

industrial.

Treinamento dos pesos das redes neurais se deu a partir de algoritmo de Levenberg-Marquardt
backpropagation (Matlab7). Tangente hiperbolica como fungdes de transferéncia em todos os neurdnios (camada
oculta e saida). Portanto, variaveis dependentes (velocidades) foram normalizadas entre -0,95 e 0,95. Fungdo
minimizada, erro quadrado médio da variavel de saida.



171

€0 — 50— T T T T
EMFG mod. = exp .
6-APA - mod. e exp EMFG mod oxXp.
6-APA ---mod. e exp.
AMP mod. 4 exp
0 FG Somod. v 1 mod. 4 exp.
mor exp peyn mod. v exp. |7 T
_ 4o} ar PR - =
= o = L 4 = 4
£ - ¥ > g
> ; =
R 0 E 8 ¥ &
S S S -
£ ol £ : £
2 > £ oof 1 € : 1
8 8 - 8
S 20 P E 2 g
5 . 5 ] E
© o ¥ [&]
o wofe 4 10 e Eal 1
0Fe. Y 4 eyl Te
Tiee e PR e S T TN L] L A T PR - .
. a a a A v a a a a A
N & 7S a a S ok &
ol a . ole’ i oba % i
) L s L n ) L s L n ) L s L
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
tempo (min) tempo (min) tempo (min)
T T T T T 300 — T T T T T T 150 T T T T
" EMFG ——mod. = exp e, o0
ol 6APA -—-mod e exp 4 Tea e g @
"ee e =2
. 250 | * S 1 125 . LA S ) ]
v . ® . . [ S
. . .
= b . 200 R _ 100 4
s 5 EMFG mod. = exp g EMFG ——mod. = exp
z £ &-APA mod. ® exp E 6APA -—-mod. e exp
P Py ’;"‘BAP 77777 ’"°‘; 4 exp. S s AMP mod. 4 exp
8 W 150 | mod. v exp. g " r FG  ----- mad. v exp. 1
g 1 g g
k= = =
8 g g
c S 100 |4 e = q
S 5 5
° © M ;
50 | LI e 7
a
ALy
4 S R A A A v
: ) . . . R T s e e MEMMDEINEE
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 120 140
tempo (min) tempo (min) tempo (min)

4) 5) 6)

T T T
40 i
9,
35| . o
o g , P o
L Y Sk
30 e
s EMFG mod. & exp
€ sl 6-APA ---mod. e exp. E
g la /Fxnép mu: 2 exp
b O mod. v exp
EEds R
£
RIS v B2 L A
s v Yww
Q R 2
10 —
sl
o 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
tempo (min)

7)

Figura 55 Resultado do ajuste de redes neurais para modelar as cinéticas aparentes da sintese enzimatica de
ampicilina, admitindo modelo de reator pseudo-homogéneo. Os parametros de cada experimento (I,
2,..., 7) estdo presentes na Tabela 18.

Entretanto, a utilizacdo de um modelo cinético puramente empirico carece de
confiabilidade na predi¢do de dados em regides onde o modelo ndo tenha sido ajustado. Por
exemplo, se a concentracdo de EMFG for reduzida de 0,02 M para 0,0025 M, como no caso
do ensaio 7, a predi¢do do modelo pode ser bem irreal como mostra a Figura 56. A queda da
concentragdo de éster para valores abaixo de zero pode ocorrer, pois o modelo prediz as

velocidades dos produtos e as concentragdes dos reagentes estdo determinadas pelos balangos
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de massa. A utilizacao de trés redes para modelar as velocidades reacdo — de sintese, hidrolise
do EMFG e hidrolise do antibidtico (vide Figura 4) — poderia contornar este obstaculo,
contudo, ensaios cinéticos diferentes para ajustar cada um desses modelos seriam necessarios.
Entretanto, com o aumento do numero de dados experimentais e reajuste das redes neurais,

espera-se que o desempenho da predicdo do modelo empirico tenda a melhorar.

——EMFG

APA
0F AMP 1
FG

Concentracio (mM)

5k o

o} —_— J
IR TP T SR TP PR TPUY TP P e et

-20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
tempo (min)

Figura 56 Resultado da predicdo do modelo empirico (redes neurais) para o ensaio 7, presente na Tabela 18,
quando a concentra¢do inicial de EMFG ¢é reduzida de 20 (---) para 2,5 mM (—).

Modelos cinéticos simplificados, mas com base mecanistica, devido a sua
estrutura, ndo irdo prever concetracdes negativas. Portanto, a exploracdo desses modelos,
quando poucos dados experimentais estdo disponiveis, pode ser um caminho mais seguro,
principalmente ao utilizd-los em algoritmos de otimizacdo dinamica. Contudo, outra
abordagem deve ser utilizada para que o modelo cinético simplificado seja mais fiel aos dados
experimentais. Escolheu-se para esse fim, portanto, o modelo proposto por Ferreira et al.,
2000, ajustando apenas os dados onde altas concentragdes de 6-APA e baixas de EMFG estao
presentes. Esta ¢ a faixa de concentragcdes onde melhores resultados t€ém sido obtidos nas fases
1 e 2 na otimizacao do processo semi-continuo integrado (vide se¢do 4.4).

Resultados do ajuste para dados experimentais com altas concentragdes de 6-
APA estdo presentes na Figura 57. A figura mostra também dados de dois outros

experimentos, um com alta concentracao de 6-APA (8), que valida o ajuste e outro, com baixa



concentracdo de 6-APA (3) indicando que este modelo (ou

nesta situacao.
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Figura 57 Resultado do ajuste dos pardmetros cinéticos
al., 2000, admitindo modelo de reator pseudo-homogéneo. Utilizou-se dos dados dos experimentos 5,
6 ¢ 7 (Tabela 18) para o ajuste dos parametros. Experimento 8 e 3 ndo foram utilizados nos ajustes.
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seus parametros) nao ¢ indicado

aparentes do modelo cinético proposto por Ferreira et

Em suma, os seguintes resultados foram obtidos:

a) modelos cinéticos simplificados presentes na literatura com parametros ajustados para

enzimas livres ou imobilizadas em baixa carga em gel de agarose ndo predizem os dados

experimentais obtidos para biocatalisador industrial;

b) modelos cinéticos simplificados presentes na literatura reajustados, assumindo reator

pseudo-homogéneo, ndo sdo capazes de representar os dados experimentais obtidos em

todas as regides de concentracdes apresentadas;

¢) modelos empiricos (redes neurais) foram capazes de representar os dados experimentais

com boa precisdo em todas as regides utilizadas, contudo, sua utilizagdo em algoritmo de
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controle 6timo carece de confianga devido ao pequeno nimero de dados utilizados no
ajuste dos pesos das redes;
d) modelos cinéticos simplificados s3o capazes de descrever certas regides concentragdes de

interesse com boa precisdo.
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7 Sintese Enzimatica de Ampicilina em Reator Semi-Continuo

Integrado

A resolucdo do problema de controle 6timo para a sintese enzimatica de
ampicilina utilizando cinética simplificada resultou em estratégias promissoras (altos
rendimentos). Contudo, respostas provenientes de algoritmo de otimizagdo dinamica,
dependem muito do modelo utilizado. Com o objetivo de verificar o método proposto, nova
otimizagdo foi realizada utilizando um modelo simplificado ajustado para os dados
experimentais obtidos de sintese de ampicilina catalisada por biocatalisador comercial de alta
carga enzimatica.

Escolheu-se o modelo proposto por Ferreira et al., 2000, ajustado para dados
onde altas concentragdes de 6-APA e baixas de EMFG estdo presentes. Como comentado na
se¢do 6.3. Esta foi a faixa de concentragdes onde melhores resultados foram obtidos nas fases

1 e 2 na otimizacao do processo semi-continuo integrado.

7.10timizacao utilizando modelo reajustado.

Como comentado na se¢ao 4.3.2, deixar livres as concentragdes iniciais dos
reagentes pode gerar uma grande correlacdo entre tais concentracdes e a velocidade de
alimenta¢do inicial, se ndo houver nenhum limite para essa ultima. Contudo, ¢ necessario
iniciar o reator de forma que a seletividade seja maxima. A Figura 58A mostra a seletividade

no tempo zero de reagdo, i.e., em um meio reacional sem a presenca de produto.
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A Figura 58 foi construida utilizando o modelo ajustado por meio de dados
obtidos com biocatalisador Recordatti e validos para quando a concentragdo de 6-APA ¢
maior que a do EMFG. A seletividade inicial indica que quanto maior a concentragdo de 6-

APA e menor a de EMFG maior sera a seletividade da reagdo quando na auséncia de

produtos.

Seletividade
Seletividada

A) B)

Figura 58 Seletividade (Vgintese/Vhiarotise) calculada utilizando modelo simplificado proposto por Ferreira et al.,
2000, com parametros ajustados por meio de ensaios utilizando biocatalisador industrial (Recordatti) e
concentragdes de 6-APA maiores que as de EMFG, como descrito na se¢do 6.3. A) Inicio da reagdo
(auséncia de produtos). B) fase 2 — produtos cristalizados (supondo limites de solubilidade dos

componentes puros).

Segundo resultados simulados de otimizagdo dinamica obtidos na se¢do 4.4, foi
possivel identificar 3 fases do reator. A primeira parece ser uma fase de transicdo onde os
produtos sdo levados a cristalizar e os reagentes a manter uma concentracdo onde haja maior
seletividade. Esta ¢ uma fase que podera ser retirada do processo industrial, comecando a
reacdo com reator semeado de produtos, isto €, com o reator no limite de solubilidade dos
produtos e ja na fase 2. A fase 2 ¢ quando a producao de antibidtico se da de maneira continua
e em estado quase estaciondrio. Nesta fase, quando os produtos estdo cristalizados, e portanto
suas concentragdes em solucdo sdo constantes e iguais aos limites de solubildade, a

seletividade em funcdo da concentracdo dos reagentes esta apresentada na Figura 58B. O
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grafico indica que a seletividade aumenta com a concentracao de 6-APA e tem um maximo
quando a concentragio de EMFG ¢ aproximadamente 0,15 mol.litro™.

Observa-se que a seletividade da reacdo apresentada em ambos os graficos da
Figura 58 tem um valor maximo de 2. Este valor ¢ inferior a 4, que foi o obtido
experimentalmente por Ferreira, 2004a, em reator integrado de sintese de ampicilina (pH 6,5 e
25°C) utilizando biocatalisador industrial Recordatti envolvido por uma matriz secundaria
(pectina). A segunda matriz pode ser a causa desta diferenga. O didmetro médio das particulas
do biocatalisador Recordatti ¢ de 7 um e a utilizacdo de um biocatalisador envolvido por
segunda matriz, com um diametro médio de cerca de 2 mm, (Giordano et al., 2003, Ferreira,
2004a) causa um aumento na resisténcia difusiva o que pode gerar uma diminui¢do no pH no
interior da particula. Embora a queda do pH aumente a seletividade, a atividade da enzima e

consequentemente, a produtividade ¢ reduzida por essa diminuicao (vide secdo 1.4.1).

Tabela 19 Parametros e condi¢des iniciais usadas na otimiza¢do do modelo de reator simplificado usando a
abordagem do gradiente.

Pardmetros de Otimizacdo Atribuicées iniciais e restri¢oes
n=1,0x10" u(?)|e=; = 0,01 mol.min™
B=5,0x107 0 < u(f) < 0,1 mol.min™
& =10 V(O)k-1=0,131

Mt) =021

Condigées iniciais e pardmetros de integragdo

Cevrg(0) = 0,01  moll”

(otimizagdo A) ty =720 min
Cemrc(0) = 0,10 mol.I"!

(otimizagao B)
Coar4(0) = 0,3 mol 1-1 E”=5000 UI (38 — 25 Ul/ml)
Pardametros do Modelo

Yewre =1 Ysap4 =0

CQc[, = 2,0 mol/l
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Foi realizada otimizacdo utilizando o método do gradiente apresentado na
secdo 4.3. A formulagdo do problema foi a mesma apresentada na se¢do 4.3.2 e os parametros
estdo presentes na Tabela 19. Duas otimizagdes foram feitas, com concentragdo de EMFG
inicial de 10 mM e 100 mM. A concentracdo inicial de 6-APA foi mantida a 300 mM. Os

resultados estdo apresentados na Figura 59.
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Figura 59 Resultados de controle 6timo obtidos utilizando estratégia do gradiente. 1) simulacdo dos perfis de
concentragdo obtidos utilizando alimentagdo 6tima resultante 2) perfis de alimentagdo 6tima obtidos,
F. 3) volume do reator, V. A) Cgmrg(0) = 0,01 M. B) Cgpmrg(0) = 0,10 M.

Os resultados mostram que a modificagdo feita na concentracdo inicial de
EMFG nao altera de forma significativa o perfil de concentragdes depois de 100 minutos de
reacdo. Isto €, a concentracdo inicial altera o perfil 6timo apenas da primeira fase de reacao,
onde os produtos ainda ndo estdo cristalizados. Os resultados obtidos para produtividade e
conversodes de 6-APA e EMFG também ndo sofreram modificagdes significativas. Entretanto,

os resultados de seletividade obtidos (1,7 para ambos os casos) sdo muito inferiores aos
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obtidos experimentalmente por Ferreira, 2004a. Embora, o uso de pH 6,5 tenha se mostrado
otimo para a sintese utilizando biocatalisador Recordatti envolvido por matriz secundaria
(pectina), no caso da utilizagdo do biocatalisador Recordatti ndo envolvido, serad
provavelmente necessario manter valores mais baixos de pH para aumentar a seletividade da

reacao.

Tabela 20 Resultados obtidos na otimizag¢do dindmica para as variaveis representativas do processo. A) Cemrg(0)
=0,01 M. B) Cgmrg(0) = 0,10 M.

Conversdo 6-APA Rendimento do Ester Seletividade Produtividade
C C C Cc, vV
Xé,ApA — Amp XEMFG — Amp S — Amp P= Amp" [
CAmp + C()fAPA CAmp + CFG + CEMFG CFG EOZA/'
A) 0,917 0,613 1,67 8,2x10 mol/h/UL
B) 0,921 0,615 1,68 8,5%10” mol/h/UI

Com o objetivo de obter resultados experimentais da sintese enzimatica de
ampicilina com reator semi-continuo integrado, e devido a auséncia de um equipamento de
alimentagdo de reagentes soOlidos, as fungdes de alimentagdes Otimas obtidas foram
discretizadas. 21 pontos de discretizagdo foram utilizados com a alimentacdo ocorrendo por
dois minutos. O resultado simulado para os perfis de concentracdo no reator ¢ variagdo do
volume estdo apresentados na Figura 60. Observa-se que a alteragdo do tipo de alimentacdo
ndo altera de forma expressiva os perfis de concentracdo de produtos no reator embora

diminua em 10% a concentracao final do produto desejado.
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Figura 60 Resultados simulados para a sintese de ampicilina com alimentagdo de reagentes em pulsos. 1)
simulacdo dos perfis de concentragdo obtidos utilizando alimentagdo dada 2) perfil de alimenta¢ao em
pulso de EMFG e 3) de 6-APA. 4) volume do reator, V. A) Cgmrg(0) = 0,01 M. B) Cgprg(0) = 0,10 M.
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7.2Ensaios experimentais:

7.2.1 Sintese de ampicilina

Experimentos de sintese de ampicilina foram realizados utilizando enzima
imobilizada comercial (Recordatti, Italia) de carga enzimatica de 260 Ul/g cujo diamentro
médio ¢ de 7 pm.

Alimentagdo dos reagentes em estado soélido foi realizada de forma discreta,
i.e., em pulsos. O pH foi controlado em 6,5 com pH-stat Tritino (Metrohm) e solugdo de
NaOH 2,0 M (como descrito na se¢do 6.1).

A adi¢do dos reagentes, em pulsos, gera uma queda brusca do pH ¢ o
controlador ndo ¢ capaz de manter o pH. Neste caso, ajuste manual do pH foi realizado
quando necessario, transferindo de uma proveta para controle do volume adicionado.

Os experimentos de sintese se deram em reator de bancada (100 a 200 ml)
encamisado com temperatura controlada a 25°C utilizando banho termostatizado. A agita¢ao
foi realizada com agitador mecanico. Para iniciar a reacdo, o 6-APA foi dissolvido
controlando o pH abaixo de 7,0 para que ndao houvesse uma degradagdo acelerada do
reagente. O EMFG foi entdo dissolvido controlando-se o pH em 6,5 (pH da reagdo). O
volume da solugdo foi ajustado controlando-se o valor de pH. A solugdo reacional inicial foi
mantida em reator para entrar em equilibrio térmico com a camisa. A reagdo teve inicio

quando o biocatalisador foi inserido na solugao.

7.2.2 Amostragem do reator

Uma aliquota era retirada do reator utilizando micropipeta com filtro de placa
porosa o que impedia a entrada de biocatalisador e cristais para a pipeta. A amostra era

filtrada novamente utilzindo filtro de papel. Esta amostra, contendo apenas a parte soltivel do
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reator, era dividida em duas, uma para analise em espectrofotometro através de

multicalibragdo e outra para analise em HPLC.

7.2.3 Quantificacao dos analitos de interesse

Duas metodologias foram utilizadas para o monitoramento das espécies de
interesse: cormatografia liquida, como descrita na se¢do 5.6.1; e aquele desenvolvido
empregando multicalibragao.

Para utilizar os modelos de multicalibragdo ¢ monitorar as concentragcdes no
interior do reator durante a reacdo, aliquotas de amostra eram diluidas em tampao fosfato 0,1
M pH 5,5. Apos a diluicdo, o perfil de absor¢ao das amostras foi obtido, empregando
espectrofotometro, no intervalo entre 230 ¢ 280 nm. Esses dados eram colocados no modelo
ajustado de multicalibragdo e a concentragdo de cada componente de interesse era entdo,
estimada. O modelo de multicalibracao escolhido foi o PCR (vide se¢do 5.3.2).

Devido a dificuldade na separacdo do biocatalisador ao retirar amostras dos
cristais que estdo no reator, a concentracao dos produtos, quando estes estavam cristalizados,

foi estimada pelo balango de massa.

7.3Resultados obtidos

A Figura 61 mostra os resultados obtidos em sintese de ampicilina em reator
semi-continuo integrado para o caso A (Cguyra(0) = 0,01 M). O grafico 1 da Figura 61 mostra
o perfil de concentra¢des obtidos através de analise em HPLC. As concentragdes totais de
ampicilina e fenilglicina foram estimadas a partir do balango de massa. O grafico 2 apresenta
a predicdo do modelo utilizando alimentacdo dada pela Figura 60A e B, e os resultados

experimentais.
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Os resultados mostram um distanciamento entre o modelo € o processo real.
Embora o monitoramento em tempo real tenha sido realizado com sucesso por meio de
multicalibragcdo em espectrofotdometro (vide Figura 61, graficos de 4 a 7), nenhuma agao para
o controle do perfil de concentragdes foi tomada. Velocidades de reagdo mais altas que as
preditas foram obtidas no inicio da reacdo. No entanto, a seletividade foi menor que a
esperada.

Um ponto importante ¢ que hd aumento significativo na solubilidade tanto da
ampicilina quanto da fenilglicina quando em meio reacional, ou seja, em solucdo
multicomponente. O aumento na solubilidade da ampicilina poderia aumentar a velocidade de
hidrolise do antibidtico em relagdo a predita utilizando dados de equilibrio dos componentes
puros no modelo. Contudo, simulagdo utilizando solubilidades de ampicilina e fenilglicina
obtidas neste ensaio experimental (= 60 mM) mostra uma redugdo em ambas as velocidades
de reacdo (vide Figura 61, gréfico 8).

O grafico 3 da Figura 61 mostra que o volume obtido experimentalmente foi
bem superior que o predito pelo modelo, em razdo das velocidades experimentais de hidrolise
do éster serem maiores que as preditas pelo modelo cinético — demandando, assim, mais base
para controlar o pH do meio.

Observou-se também que a alta atividade enzimatica no inicio da reag@o parece
diminuir conforme a reacdo ¢ levada a cabo. O aumento do volume além do previsto pode ter
sido responsavel por parte da queda na carga enzimatica por volume de reator. Além disso, o
aumento da quantidade de cristais no meio pode aumentar as resisténcias ao transporte de
massa — por exemplo, bloqueando a entrada de poros do catalisador. Esse efeito, mais uma
vez, aparentemente ¢ menor para o catalisador envolvido por uma matriz secundaria, como

descrito em Ferreira, 2004a, ¢ Giordano et al., 2003.
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Figura 61 Sintese enzimatica de ampicilina em reator integrado semi-continuo com alimentagdo de reagentes em
pulsos. Cgmrg(0) = 0,01 M. 1) perfis de concentragdes obtidos, onde as concentragdes totais de
ampicilina e fenilglicina foram estimadas pelo balango de massa. 2) comparacao entre perfis preditos
pelo modelo, a partir da alimentacdo dada e perfis obtidos experimentalmente 3) volume predito,
volume obtido experimentalmente e volume caso ndo houvesse a retirada de amostras. 4 — 7)
comparagdo entre concentragdes na fase solivel obtidas através de analise de HPLC e
espectrofotdmetro via multicalibragdo. 8) perfil predito pelo modelo utilizando solubilidade das
substancias puras, ou seja, 25 mM, para ampicilina, (A — ) e utilizando 60 mM como solubilidade da

ampicilina (B ---).

Vale notar que neste ensaio a atividade enzimatica inicial foi

de

aproximadamente 40 Ul/ml de reator, muito acima das concentragdes utilizadas nos ensaios

do Capitulo 6 , com um maximo de 10 Ul/ml de reator. Essa maior quantidade de
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biocatalisador foi empregada para reduzir o tempo de reagdo. Consequentemente, a razao
enzima/substrato foi aumentada, o que pode causar discrepancias em um modelo pseudo-
homogéneo com cinética simplificada, como o empregado nos calculos de otimiza¢do. Como
a atividade enzimatica pareceu muito maior que a predita no inicio da reagdo, isso implica

numa nao linearidade da atividade enzimatica com a quantidade de biocatalisador utilizado.
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Figura 62 Sintese enzimatica de ampicilina em reator integrado semi-continuo com alimentacao de reagentes em
pulsos. Cgpmrg(0) = 0,10 M. 1) perfis de concentragdes obtidos, onde as concentracdes totais de
ampicilina e fenilglicina foram estimadas pelo balango de massa. 2) comparagdo entre perfis preditos
pelo modelo, a partir da alimentagdo dada e perfis obtidos experimentalmente 3) volume predito,
volume obtido experimentalmente e volume caso ndo houvesse a retirada de amostras. 4) perfil de
alimentag@o otima calculada e experimental.

A sintese de ampicilina utilizando o caso B simulado (Cgyrc(0) = 0,10 M)
mostrou-se novamente desacoplar do modelo utilizado (Figura 62). Desta vez, entretanto, a
alimentagdo estipulada inicialmente foi alterada na tentativa de aumentar a concentracdao de
EMFG nas primeiras horas de reacdo (vide Figura 62, grafico 4). Contudo, este controle

manual ndo foi suficiente para manter os perfis de concentragdo nos valores estipulados. A
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seletividade obtida foi menor a que a do ensaio anterior. O aumento do volume foi novamente
maior que o esperado devido a maior velocidade de hidroélise.

Resultados obtidos por Ferreira, 2004a, em sintese enzimatica de ampicilina
em reator semi-continuo utilizando biocatalisador industrial envolto por pectina mostraram
seletividades muito acima da obtida nestes experimentos em condigdes de pH e temperatura
similares. Além disso, os dados de Ferreira, 2004a, apresentam menor atividade enzimatica.
Como comentado anteriormente, isso pode indicar que um maior gradiente de pH no interior
da particula do biocatalisador envolvido por pectina pode ter contribuido para aumentar a
seletividade e diminuir a atividade do biocatalisador. Portanto, embora Ferreira, 2004a, tenha
apresentado um bom desempenho em pH 6,5, no caso da utilizacdo do biocatalisador
Recordatti sem envolvimento de matriz secundaria, a utilizagdo de valores menores de pH
pode ser decisiva. Contudo, o uso de biocatalisador fino que é o caso deste biocatalisador
acaba gerando um problema de separacdo dos cristais formados, o que, com um catalisador
envolvido, devido a grande diferenca no tamanho das particulas do biocatalisador e dos
cristais, pode ser facilmente contornado com o uso de peneiras.

Portanto, embora resultados teodricos de alimentacdo Otima tenham sido
obtidos, o modelo matematico do processo ainda ndo ¢ suficientemente preciso para um
resultado realista. Um modelo que leve em conta o pH parece ser cada vez mais necessario
para permitir um ajuste fino na seletividade e produtividade do reator industrial de sintese de
penicilinas semi-sintéticas. Um modelo empirico, baseado em redes neurais, pode ser melhor
ajustado, contudo um maior numero de dados experimentais sera necessario para aumentar a
confiabilidade do modelo. Assim, um extenso mapeamento cinético pode ser necessario.

Ainda assim, em reagdo a pH constante em reator semi-continuo, os resultados
obtidos em otimizagdo dindmica parecem indicar sempre uma mesma heuristica, dividida em

trés etapas de reagdo. A utilizagdo de diferentes modelos cinéticos ou catalisadores pode fazer
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alterar os valores 6timos onde as concentracdes de reagentes devem ser mantidas, contudo,

uma diferenca muito grande na heuristica obtida ndo é esperada.
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8 Conclusoes

Durante a elaboracdo deste trabalho, diversos estudos foram realizados para
ajudar a compreender a sintese enzimatica de ampicilina. Além disso, ferramentas foram
desenvolvidas para monitoragdo e otimiza¢do da sintese enzimatica de penicilinas semi-
sintéticas que poderdo ser utilizadas na implementacdo da rota enzimdtica em reator
industrial. Contudo, devido a complexidade do sistema, ha ainda a necessidade de diversos
estudos para se chegar a um processo 6timo para um reator industrial de sintese enzimatica de
ampicilina.

Dos estudos realizados, as principais conclusdes obtidas serdo brevemente
comentadas.

O estudo do mecanismo da sintese enzimatica de ampicilina utilizando a rota
cineticamente controlada indicou que a ligagdao do 6-APA diretamente a enzima ¢ possivel e
que este fato ndo impede que a formacdo do complexo acil-enzima ocorra. Isso torna o
numero de passos elementares de reagdo muito alto, e o ajuste de todos os parametros
cinéticos, invidvel. Resultados apresentando a inibicdo do 6-APA na hidrolise do EMFG
fornecem informagdes importantes sobre a forma de operagdo do reator. Abordagem
comumente encontrada na literatura ¢ a inicializagao do reator de sintese de ampicilina com
altas concentragdes de EMFG e baixas concentragdes de 6-APA. Contudo, ao iniciar a reagao
com baixas concentragoes de EMFG e altas concentragdoes de 6-APA evita-se a hidrolise do
éster, aumentando a seletividade da reacao.

Resultados obtidos a partir de calculos teodricos indicam que ha resisténcias
difusivas apreciaveis no interior de biocatalisador de PGA imobilizada em alta carga. O atraso

difusivo ¢, teoricamente, o suficiente para gerar perfis de pH no interior da particula, o que
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torna complexa a resposta do sistema reativo-difusivo, devido a dependéncia altamente nao
linear da cinética com o pH.

A otimizagdo dinamica utilizando modelos cinéticos simplificados presentes na
literatura resultou em processos promissores quando aplicados em dois tipos de modelo de
reator semi-continuo integrado de ampicilina (com e sem variagdo de volume). Diferentes
técnicas de otimizag¢do dindmica foram utilizadas, obtendo-se resultados semelhantes. Uma
mesma heuristica foi obtida em todos os casos, em que o processo pode ser divido em trés
partes: inicializacdo, onde os produtos sdo levados ao limite de solubilidade; producao, onde a
fase liquida permanece em estado quase estacionario; e finalizacdo, onde a concentra¢do do
substrato mais oneroso ¢ reduzida.

A complexidade do sistema acarretara na utilizacdo de modelos simplificados
e/ou empiricos a fim de torna-lo mais facilmente tratavel. Com isso, fun¢des de alimentagao
obtidas teoricamente em algoritmos de controle 6timo poderdo desviar-se da fungdo de
alimentagdo real calculadas para manter os perfis de concentragdo no reator otimizado em
malha aberta. Além disso, qualquer perturbacdo nas variaveis de entrada do sistema podera
leva-lo a trajetorias bem distintas. Em vista disso, algum monitoramento da reacdo em tempo
real ¢ imprescindivel se se pretende manter o controle da reagdo em um reator piloto ou
industrial. A utilizacdo de multicalibragdo, por meio de modelos lineareares, a partir do
espectro UV (em sistema FIA) mostrou-se vidvel no monitoramento do reator de sintese
enzimatica de ampicilina, reduzindo o tempo de analise de 30 minutos, comumente obtido por
HPLC, para 1 ou 2 minutos. Além disso, ela permite o aumento do nimero de amostragens e
de dados experimentais sem aumento na producdo de solventes organicos, tal como a
acetonitrila, utilizada na fase movel em analise cromatografica.

Era esperado que resultados obtidos utilizando modelos cinéticos simplificados

presentes na literatura com parametros ajustados para enzimas livres ou imobilizadas em
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baixa carga em gel de agarose, ndo predissessem exatamente o comportamento da sintese
utilizando biocatalisador comercial de alta carga enzimatica. Entretanto, os modelos cinéticos
simplificados presentes na literatura, assumindo reator pseudo-homogéneo, ap6s re-estimativa
paramétrica, também ndo foram capazes de representar os dados em todas as regides de
concentragdes quando se usou biocatalisador industrial. Contudo, os modelos foram capazes
de descrever certas regides de concentragdes mais restritas, de interesse, com boa precisdo.
Resultados mostraram, também, que modelos empiricos (redes neurais) sdo capazes de
representar os dados experimentais com boa precisdo em todas as regides utilizadas, contudo
sua utilizagdo confidvel em algoritmo de controle 6timo ainda demandaria maior niumero de
dados para treinamento das redes.

A utilizagdo do modelo cinético reajustado para biocatalisador industrial em
algoritmos de otimizagdo resultou em um processo otimizado que segue a mesma heuristica ja
obtida anteriormente. Entretanto, a seletividade tedrica resultante foi bem menor que a
apresentada experimentalmente na literatura utilizando o mesmo biocatalisador, no entanto,
envolvido em uma segunda matriz. Isso pode indicar que a maior resisténcia difusiva presente
no biocatalisador envolto por matriz secundéria ocasionaria um perfil de pH no interior da
particula suficientemente pronunciado para aumentar a seletividade, em detrimento da
reducdo na atividade enzimatica.

Resultados experimentais obtidos em reator semi-continuo integrado
apresentaram um claro desvio entre o modelo utilizado e o processo real. Embora o
monitoramento da reagdo tenha mostrado este desvio em tempo real, uma tentativa de
controlar a reagdo manualmente ndo foi eficiente. Atividade enzimatica maior que a predita
pelo modelo no inicio da reacdo foi encontrada em ambos os ensaios experimentais.
Seletividade resultante foi menor que a predita pelo modelo contudo, parte dessa queda pode

ser atribuida a falta de controle do perfil de reagentes nos experimentos.
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Um sistema automdatico de alimentacdo que atuasse para manter as
concentragdes de reagentes em perfis estipulados ajudaria a controlar a reagdo e melhorar em
parte os resultados obtidos.

Os resultados obtidos, por sua vez, poderdo ser utilizados para reajustar os
modelos ou na sugestdo de novos modelos. Com o aumento do numero de dados
experimentais, a utilizacdo de um modelo cinético empirico (redes neurais, por exemplo)
podera melhorar a capacidade de interpolagdo dos pontos experimentais obtidos. Novos
modelos cinéticos poderdo ser acoplados aos algoritmos de otimizacao ja desenvolvidos.

A utilizag@o de biocatalisador comercial envolvido por matriz secundaria pode
apresentar melhores resultados para a seletividade. Se causa de melhores seletidades tiver
como causa a queda do pH no interior da particula, a utilizagdo de biocatalisador ndo envolto
em meio reacional com pH mais baixo poderd levar a um aumento da seletividade sem que
maiores problemas difusionais sejam incorporados. Contudo, é necessario verificar a
estabilidade do catalisador em sistema aquoso-precipitado. A utilizagdo de um catalisador
envolvido podera aumentar a estabilidade do biocatalisador nesse ambiente, além de ser mais
facil de separa-lo dos cristais.

Finalmente, a utilizacdo de um modelo que leve em conta o efeito do pH sobre
a cinética, pode ser importante para permitir um ajuste fino na seletividade e produtividade do

reator industrial de sintese de penicilinas semi-sintéticas.
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