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RESUMO

Penicilina G acilase (PGA) ¢ uma enzima de grande interesse na produgao
industrial de antibidticos beta-lactdmicos. Sua principal aplicagdo ¢ como
catalisador na hidrolise da penicilina G em é4cido 6-aminopenicilanico (6-APA),
composto-chave na producdo industrial de antibidticos semi-sintéticos. PGA ¢
produzida por varios microrganismos, apresentando diferentes caracteristicas e
propriedades. Dentre aqueles, Bacillus megaterium ¢ um dos poucos que a produz
extracelularmente, simplificando etapas para sua separagdo e purificacdo. Outra
importante aplicagdo refere-se a sua utilizacdo na sintese enzimatica de
antibidticos como amoxilina e ampicilina via rota verde. Neste trabalho estudou-
se a influéncia do pH na producdo da enzima e implementou-se algoritmo baseado
na teoria da logica nebulosa (“Fuzzy’”) com o objetivo de identificar o momento de
maxima concentra¢do da enzima. Experimentos foram realizados em biorreator de
bancada (5 litros de volume util) com aquisi¢ao de dados e controle do processo
via controlador légico programével e sistema supervisorio.A utilizagdo de
controle de pH nos experimentos ndo resultou em bons resultados havendo uma
diminui¢do na concentracdo da enzima em comparagdo com experimentos
realizado sem controle. Este fato poderia estar relacionado com a produgdo de
proteases pelo microrganismo ou pela desativacao da enzima causada pela adigao
pontual de 4cido. Dois algoritmos foram implementados. O primeiro foi
programado em Fortran e utilizado como biblioteca dindmica em plataforma de
comunicagdo desenvolvida em Visual Basic para troca de informagdes em tempo
real com sistema de aquisi¢ao de dados. O segundo algoritmo foi implementado
no programa MatLab (Mathworks, 5.2). Os algoritmos empregaram como
varidveis o tempo de cultivo, a fragdo molar de didéxido de carbono e sua derivada
em relacdo ao tempo. Ambos algoritmos foram capazes de identificar com boa
precisao o momento de parar o cultivo. O primeiro foi validado através de sua

implementag¢do no sistema em dois experimentos.
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Application of Fuzzy Logic in the Production of Penicillin G Acylase in Bacillus
megaterium Cultivations

ABSTRACT

Penicillin G acylase (PGA) is an important enzyme for the pharmaceutical
industry. This enzyme has industrial use in the hydrolysis of penicillin G to obtain
6-aminocephalosporanic acid (6-APA), essential intermediate for the production
of beta-lactam antibiotics. Many microorganisms produce PGA, but Bacillus
megaterium is one of the few that excretes the enzyme to the extra cellular
medium, facilitating downstream operations. Another recently enzyme application
refers to enzymatic synthesis of semi-synthetics antibiotics as amoxilin and
amphicilin via green route. This work studied the pH influence on the production
of the enzyme. An algorithm based on the Fuzzy logic theory was implemented
aiming to determine the maximum enzyme concentration during Bacillus
megaterium cultivations. Experiments were carried out in a bioreactor (5 liter
working volume) coupled to a data acquisition system using a Programmable
Logic Controller and Supervisory System. Experiments carried out under pH
control showed a decreasing in enzyme concentration compared to standard
experiments. This result could be related to production of proteases by
microorganism or enzyme deactivation caused by local acid addition. Two
algorithms were implemented. The first was programmed in Fortran and linked as
dynamic link library in a Visual Basic program to exchange on-line information
with data acquisition system. The second one was implemented in MatLab
(Mathworks, 5.2) software. On-line variables as cultivation time, carbon dioxide
concentration and time carbon dioxide concentration derivate were used as
information to Fuzzy algorithm. Both algorithms were able to accurately identify
the time for which the enzyme reached its maximum. The first algorithm was

tested in real time in two experiments.
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1. Introducao

A penicilina amido hidrolase (E.C. 3.5.1.11), mais conhecida como
penicilina G acilase (PGA) ¢ uma enzima empregada na producdo de antibioticos
B-lactamicos semi-sintéticos, catalisando a transformagdo da penicilina G no
acido 6-aminopenicilanico (6-APA). O 6-APA ¢ um composto chave para a
produ¢do das chamadas penicilinas semi-sintéticas, como a ampicilina e
amoxicilina, com larga aplicagdo como agentes terapéuticos (BERAZAIN, 1997).

Segundo ILLANES et al, 1994, mais de 60 % do é&cido 6-
aminopenicilanico (6-APA) ¢ produzido enzimaticamente.

A PGA pode ser obtida de diferentes microrganismos, sendo que a maioria
deles com producdo de forma intracelular, processo que exige uma etapa de
ruptura das células para sua purificacdo, tornando assim o processo mais caro.
Uma alternativa para simplificar o processo e torna-lo economicamente mais
vidvel ¢ utilizar microrganismos que a produzam de forma extracelular, o que
facilita o processo de recuperacdo. Bacillus megaterium ¢ um dos poucos
microrganismos com produgdo extracelular dessa enzima. (SHEWALE &
SIVARAMAN, 1989; BRUGGINK, 1998).

A maioria dos trabalhos publicados sobre a produ¢do de PGA referem-se a
enzima produzida pela Escherichia coli ILLANES ef al., 1994). Na literatura sao
poucos os trabalhos tendo como tema a produgdo de penicilina G acilase a partir
do Bacillus megaterium e os industriais sdo mantidos sob segredo (ILLANES et

al., 1994).



Capitulo 1 — Introdugdo 2

A PGA produzida por Bacillus megaterium ¢ induzida pelo acido fenil
acético (AFA) que em altas concentragdes inibe o crescimento celular. Com o
objetivo de aumentar ¢ melhorar a producdo de PGA por Bacillus megaterium, o
conhecimento das condigdes operacionais, tais como, adi¢do de acido fenil
acético, controle de pH e concentracdo de oxigénio dissolvido, sdo aspectos
fundamentais.

Hé algum tempo, a area de Engenharia Bioquimica do DEQ/UFSCar possui
uma linha de estudo voltada para a producao da enzima penicilina G acilase por
Bacillus megaterium. O primeiro trabalho nessa linha foi desenvolvido por HOJO,
1997, que realizou estudos preliminares em frascos agitados em mesa incubadora
com o objetivo de definir as melhores condigdes operacionais a serem utilizadas
na segunda etapa do trabalho em cultivos em biorreator de bancada. Trabalhos
subseqiientes estudaram o uso do soro de queijo como fonte de carbono
(BERAZAIN, 1997); a influéncia da concentracio de oxigénio dissolvido na
produgdo da enzima (VISNARDI, 1997); produg¢ao, purificagdo e imobilizagdo de
PGA por B. megaterium ATCC 14945 (PINOTTI, 1999); requerimentos
nutricionais para a producdo de PGA por Bacillus megaterium ATCC 14945
(SOUZA, 2002); ¢ a Inferéncia de Variaveis do Processo de Producdao de
Penicilina G Acilase por Bacillus megaterium ATCC (SILVA, 2003).

Com o objetivo de realizar contribuigdes ao estudo da producdo desta
enzima pelo B. megaterium este trabalho baseou-se em um enfoque
interdisciplinar, envolvendo duas areas de pesquisa do DEQ/UFSCar: Engenharia
Bioquimica e Simula¢do e Controle de Processos. Avaliou-se a influéncia do pH

na producdo da enzima e o comportamento de varidveis adquiridas em tempo real
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como possiveis detentoras de importantes informacgdes sobre o andamento do
processo em cultivos realizados em biorreator de bancada com sistema de
aquisicdo de dados. Os experimentos obtidos foram realizados em grupo,

constituido por Pinotti e Silva (Doutorado), Souza e Nucci (Mestrado).

1.1 Objetivos

Este trabalho teve por objetivos:

» Realizar experimentos com controle de pH empregando o
microrganismo Bacillus megaterium ATCC 14945 com vistas a
producao da enzima penicilina G acilase em biorreator de bancada,
acoplado a sistema de aquisicdo de dados. Os resultados obtidos
foram utilizados como base para a obtengao de possivel perfil 6timo

de pH a ser adotado durante os cultivos.

» Analisar a relagdo entre variaveis adquiridas em tempo real e aquelas
obtidas em analises de laboratorio, em experimentos com B.
megaterium em biorreator com sistema de aquisi¢do de dados, com o
objetivo de identificar e estabelecer possiveis relagdes que seriam
uteis para otimizacdo do cultivo. A aplicacdo de técnicas de
inteligéncia artificial como a logica Fuzzy seria uma das ferramentas
com grande potencial de utilizagdo devido a complexidade inerente

aos processos envolvendo cultivos microbianos.
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1.2 Organizacao do Trabalho

O trabalho foi dividido em sete capitulos, os quais estdo organizados da

seguinte forma:

Capitulo 1: realiza-se uma contextualizacdo do processo de producdo da

enzima penicilina G acilase, deixando claro os objetivos a serem estudados.

Capitulo 2: apresenta-se uma revisao da literatura sobre o tema penicilina G
acilase, descrevendo sua producdo e principais caracteristicas do processo. No
final deste capitulo ¢ realizada uma revisao sobre a logica nebulosa (“Fuzzy”)

focalizando basicamente sua estrutura e aplicacdes.

Capitulo 3: discorre-se sobre os principais materiais que foram utilizados
para a realizacdo deste trabalho, bem como os métodos utilizados nas andlises de

laboratorio.

Capitulo 4: discute-se os resultados obtidos dividindo-os em trés etapas. A
primeira é referente aos experimentos realizados em reator de bancada utilizando
caseina hidrolisada enzimatica (CHE) como fonte de nitrogénio. A segunda
refere-se aos experimentos (similares aos da primeira parte) utilizando solucio de
aminoacidos livres como fonte de nitrogénio. Finalmente, a terceira etapa

apresenta os resultados da aplicagdo da légica Fuzzy em experimentos realizados
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em reator de bancada, com o objetivo de identificar o momento em que se atinge a

maxima concentragao da enzima.

Capitulo 5: as conclusodes obtidas do trabalho sao relatadas.

Capitulo 6: Apresenta algumas sugestoes para a continuidade deste trabalho.

Capitulo 7: as referéncias bibliograficas utilizadas no desenvolvimento deste

projeto sao apresentadas.
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2. Revisao Bibliografica

2.1 Penicilinas

Alexander Fleming foi quem descobriu o primeiro antibidtico, em 1929,
denominando-o de penicilina, ao observar que uma placa de agar inoculada com
Staphylococuus aureus tinha sido contaminada por uma coldnia de fungo do
género penicillium, na qual aparecia cercada por uma zona clara, indicando a
inibi¢do do crescimento bacteriano (BERAZAIN, 1997; HOJO, 1997).

Penicilinas s@o um tipo de antibidtico produzido naturalmente por fungos do
género Penicillium ou obtido enzimaticamente (BERAZAIN, 1997). As
penicilinas sao produtos de estruturas semelhantes, diferenciando entre si apenas
por uma cadeia lateral ligada a um ntcleo comum, o 4cido 6-aminopenicilanico
(6-APA) (Figura 2.1). O &cido 6-aminopenicilanico ¢ produzido a partir da
hidrolise da Penicilina G, sendo um composto chave na producdo industrial de

antibioticos semi-sintéticos (ILLANES et al., 1994).

H H

1 _S._CH

—N-Cc—c" > ¢
T T CH;
C—N——C—HOO0C
0 H

Figura 2.1: Estrutura quimica do 6-APA (SAVIDGE, 1975)

Podemos citar dentre estas penicilinas, a benzil penicilina (Penicilina G) e a
fenoximetil penicilina (Penicilina V) por apresentarem atividade farmacoldgica,

embora limitada a poucos microrganismos patogénicos (VISNARDI, 1997).
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As Figuras 2.2 e 2.3 apresentam a estrutura quimica da Penicilina G e

Penicilina V respectivamente.

}|I ﬂ) I|{ }|I s. ,CH;
N O \C/
Ot
H ﬁ—N—(li—Hooc
(o) H

Figura 2.2 Estrutura quimica da Penicilina G (SAVIDGE, 1975)

H O H H
0Nt S O
| I I >\ CH;
H ﬁ—N—?_COOH
(0] H

Figura 2.3 Estrutura quimica da Penicilina V (SAVIDGE, 1975)

Para combater microrganismos patogénicos, tem-se buscado outros
antibioticos, destacando-se as penicilinas semi-sintéticas. Entre alguns dos
antibioticos semi-sintéticos produzidos a partir do 6-APA, destacam-se a
ampicilina, amoxicilina, naficilina e propicilina. A Figura 2.4 apresenta as
estruturas quimicas destas penicilinas semi-sintéticas modificadas a partir do 6-

APA.
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(0]
o O m ™ QL s
‘ 2 ‘EIL/ 4\6(:13 CH C*NH —Ey/
NH, 0/ OOH Hz COOH
AMOXICILINA AMPICILINA

@
@—O—CH—C—HN ”

(Oy—ec—m
Csz COOH

OCH,CH; COOH
PROPICILINA

NAFICILINA

Figura 2.4: Algumas estruturas de antibidticos semi-sintéticos modificados a

partir do 6-APA (adaptado de SAVIDGE, 1975 ¢ HOJO, 1997)

As Penicilinas podem ser divididas basicamente em dois grupos:

a) Penicilinas biossintéticas: sdo aquelas que podem ser obtidas
diretamente de caldos de cultura de bioprocessos. As principais penicilinas
biossintéticas sdo a Penicilina G e Penicilina V (HOJO, 1997).

b) Penicilinas semi-sintéticas: obtidas a partir da modificacdo das

penicilinas biossintéticas. A partir de penicilinas acilase (enzimas) que
hidrolisam a Penicilina G obtém-se o 6-APA que posteriormente ¢

transformado em penicilina semi-sintética (HOJO, 1997).

2.2 Penicilina G Acilase

A penicilina G acilase (PGA), também chamada de penicilina amido

hidrolase ou penicilina amidase (E.C. 3.5.1.11), tem sido empregada para catalisar
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a modificagdo da penicilina G para a obtengao 6-APA (SAVIDGE, 1984). A PGA
¢ a segunda enzima mais imobilizada no mundo, apds a glicose isomerase.

Embora a conversao microbiana da penicilina G para o 6-APA seja
conhecida ha quase cinco décadas, a aplicacdo industrial da PGA foi introduzida
com sucesso somente nos ultimos dez anos, devido ao fato que a producao
eficiente da enzima e sua recuperagdo nao era disponivel ha uma década atras
(BRUGGINK, 1998).

A Figura 2.5 mostra a reagao de hidrolise da Penicilina G catalisada pela

PGA para a produgdo de 6-APA.

CH;
@—CHZCONHT( 5 tcm N H,0
4N COOH
PG 0
PGA
< CH;
NH, tc}b . @CHZCOOH
];N COOH
0
6-APA AFA

Figura 2.5 Hidrolise enzimatica da penicilina G (adaptado de SAVIDGE, 1975)

Segundo ILLANES et al., 1994, mais de 15 penicilinas semi-sintéticas
derivadas do 6-APA s3o comercializadas atualmente, sendo as ampicilinas e
amoxicilinas de maior importancia.

O 6-APA também pode ser obtido pela hidrélise da Penicilina V, embora a

enzima preferencialmente utilizada seja a Penicilina G acilase. As penicilinas
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acilases (PA’s) mais importantes sdo a Penicilina G e a Penicilina V, onde a
penicilina acilase proveniente de bactérias tem maior afinidade para hidrolisar a
Penicilina G, enquanto que as provenientes de fungos e actinomicetos t€ém maior
afinidade para hidrolisar a Penicilina V (SAVIDGE, 1984).

A PGA ¢ uma enzima induzida pelo &cido fenil acético (AFA) (SAVIDGE e
COLE, 1975; ILLANES et al., 1994) tendo a capacidade de quebrar a Penicilina
G em dois componentes: 0 6-APA e o AFA (ACEVEDO & COONEY, 1973).

A Penicilina G Acilase pode ser obtida de varios microrganismos ¢ as
bactérias produtoras mais conhecidas sao: Acromobacter spp, Actinoplanes spp,
Bovista plumbea, Fusarium spp, Kluyvera citrophila, Proteus rettigeri,
Pseudomonas melanogenum, Streptomyces lavendulae, Escherichi coli e Bacillus
megaterium (SHEWALE & SIVARAMAN, 1989).

SAVIDGE, 1984, citou algumas empresas que utilizam diferentes
microrganismos para a producdo de Penicilina G acilase. Estas estdo apresentadas

na Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Algumas empresas e seus respectivos microrganismos produtores de

enzima PGA e forma da enzima intra ou extracelular (SAVIDGE, 1984).

Empresa Microrganismo Tipo de enzima
Bayer Escherichia coli Intracelular
Kyowa Hakka Kluyvera citrophila Intracelular
Novo Bacillus gram-positivo Intracelular
Pfizer Proteus rettgeri Intracelular
Squibb Bacillus megaterium Extracelular
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SAVIDGE & COLE, 1975, relataram que as enzimas produzidas a partir de
diferentes organismos apresentam caracteristicas, propriedades e valores de
parametros cinéticos diferentes.

A Tabela 2.2 apresenta a constante de Michaelis-Menten para diferentes

penicilinas G acilase obtidas de diferentes microrganismos.

Tabela 2.2: Comparacdo dos valores de k, das Penicilinas G Acilase de

diferentes microrganismos (SAVIDGE & COLE, 1975).

Microrganismo Kn(Mm)
Escherichia coli 7,1
Escherichia coli NCIB 8743 A 0,67
Escherichia coli NCIB 8743 A imobilizada 30,0
Bacillus megaterium 4,5

ILLANES et al., 1994, relataram que a presenca de glicose no meio de
fermentagdo ndo favorece a producdo da PGA, ocorrendo repressdo catabolica.
Sendo assim, a produgdo da enzima ocorre principalmente ap6s o consumo da
glicose pelo microrganismo.

A maioria das pesquisas feitas abordando a produgdo e uso da penicilina
acilase utiliza a enzima proveniente da Escherichia coli (enzima produzida de
forma intracelular) na qual para sua obten¢do necessita-se de uma ruptura das
células, o que encarece a producdo (SHEWALE & SIVARAMAN, 1989).

Segundo SAVIDGE & COLE, 1975, o rompimento das células de Escherichia
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coli pode ser feito por ultra-som em escala de laboratorio ou pela passagem das

c¢lulas em um homogeneizador de alta pressao em larga escala.

2.3 Bacillus megaterium

O Bacillus megaterium ¢ um microrganismo aerdobio que apesar de ser
considerado proveniente do solo, pode ser encontrado em ambientes bastante
diversos como em alimentos desidratados, agua marinha, sedimentos, peixes
(VARY, 1994).

Pode ser encontrado em forma cilindrica, ovalada, unidos em pequenas
cadeias, apresentando diferentes dimensdes dependendo do meio de cultura, cujo
diametro em agar-agar nutriente ¢ de aproximadamente 1,5 um. Em meios onde
contenha carboidratos apresenta diametro de aproximadamente 3,0 um. Apresenta
capacidade de esporular, e seus esporos podem assumir formas ovaladas ou
alongadas (VARY, 1994).

Quando o Bacillus megaterium ¢é cultivado em meio de cultura por tempo
prolongado, sua colora¢ao pode variar desde uma tonalidade marrom até preta.

Quanto as suas propriedades fisioldgicas, sabe-se que a temperatura 6tima

de crescimento estd em torno de 28° a 35 °C, ndo ocorrendo nenhum crescimento

a 45 °C ou maior. O pH 6timo esté entre 7,0 a 8,5 e nenhum crescimento ocorre a
pH 5,0 ou menor (MURAO et al., 1964).

A importancia economica do Bacillus megaterium estéa relacionada com sua
capacidade de produzir a penicilina G acilase, glicose desidrogenase e sendo ainda

0 microrganismo aerobio maior produtor de vitamina B, (HOJO, 1997).
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Segundo SAVIDGE & COLE, 1975 o peso molecular da PGA encontra-se

em torno de 120.000 Da.

2.4 Producao de Penicilina G Acilase por Bacillus megaterium

Dentre os trabalhos publicados sobre a produg¢do de Penicilina G acilase
(PGA), a maioria refere-se a obtengdo da enzima proveniente de Escherichia coli
que a produz de maneira intracelular. Informagdes sobre a produgao de PGA pelo
Bacillus megaterium, que a produz extracelularmente, sdo escassas e
principalmente protegidas em segredo industrial (ILLANES et al., 1994).

ILLANES et al., 1994, estudaram a producao de penicilina acilase por
Bacillus megaterium em meios complexo e definido. Em seu trabalho constataram
que a excrecdo da enzima ¢ fortemente dependente da composicao do meio de
cultivo. Os efeitos dos niveis de fosforo inorganico e acido fenil acético foram
avaliados. Segundo os autores, para altos niveis de fosforo inorganico a maior
parte da enzima ¢é excretada, e baixos niveis aumentam a atividade intracelular e
diminuem a atividade total.

Os mesmos autores determinaram também que a PGA ¢ induzida pelo acido
fenil acético (AFA), tanto em meio complexo como definido, encontrando um
valor de 1,5 g/L como concentragdo ideal quando adicionado ao meio
fermentativo proximo do inicio da fermentagdo, onde a concentragdo celular era
0,2 g/L (ILLANES et al., 1994).

Os melhores resultados em termos de producdo (atividade/volume) e

produtividade (atividade/volume/tempo de cultivo) de PGA foram obtidos no
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meio complexo sem glicose. A presenca deste monossacarideo provocava uma
repressao da sintese da PGA pelo B. megaterium. Isto pode ser observado na

Tabela 2.3 (ILLANES et al., 1994).

Tabela 2.3: Producdo de Penicilina Acilase em meio complexo e definido

(ILLANES et al., 1994).

Meio Complexo |Complexo * | Definido
Crescimento celular (g/L) 2,5 2,6 1,9
Taxa de crescimento especifico (h™) 0,38 0,30 0,31
Producdo de PGA (UI/L) 168 220 158
Produtividade de PGA (UI/L*h) 5,7 10,8 32"

* Sem Glicose
P Produtividade aumentada para um valor maximo de 8,9 quando a acido
fenil acético foi adicionado mais tarde ao meio de cultura

GENTINA et al., 1997, utilizando meio semelhante ao de ILLANES et al.,
1994, verificaram o efeito de diferentes fontes de nitrogénio complexos na sintese
de PGA por Bacillus megaterium. Eles obtiveram como melhor substrato a
caseina hidrolisada devido ao maior conteudo de amino &cidos livres em
comparagdo com a outras fontes utilizadas.

ACEVEDO & COONEY, 1973, estudaram a produg¢do da PGA por
Bacillus megaterium ATCC 14945 para examinar os efeitos do nitrogénio,
enxofre ¢ fosforo contidos na forma de histidina, sulfato e fosfato,
respectivamente, em cultivo continuo. Os autores concluiram que sob condi¢des

estaveis, a produ¢do da enzima muda com a natureza do nutriente limitante e a

taxa de dilui¢do. Neste caso particular de produgdo de PGA, as culturas limitadas
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por enxofre resultaram em atividades enzimaticas maiores que aquelas com
limitagdes de nitrogénio e fosforo. O indutor, acido fenil acético (AFA), ndo foi
incluido no meio até 10 horas de cultivo, pois demonstrou inibir o crescimento se
adicionado no inicio.

Segundo SZENTIRMAI, 1963, quando o acido fenil acético (AFA) ¢
adicionado entre 10 e 15 horas a partir do inicio do cultivo ocorre uma repressao
na producdo da enzima. SHEWALE & SIVARAMAM, 1989, sugerem como
melhor momento para adicdo do AFA o periodo entre 8 ¢ 10 horas apds a

inoculagdo do microrganismo.

2.5 Producido de PGA empregando Bacillus megaterium com

controle de pH

HOJO, 1997, realizou cultivo em tanque agitado e aerado empregando o
microrganismo Bacillus megaterium com controle de pH. As condi¢des de
operacdo adotadas foram: oxigénio dissolvido controlado em 40% da saturagdo
através da manipulagdo da velocidade de agitagdo; indutor (acido fenil acético,
AFA) adicionado no inicio da fermentagdo; pH controlado em 7,0 através da
adicao de solugdes de NH,OH 4M ou HCI 5M.

Os resultados obtidos neste experimento sdo apresentados na Figura 2.6.

Segundo HOJO, 1997, os resultados obtidos nesse experimento onde houve
o controle de pH ndo foram satisfatdrios, pois a producdo de enzima apresentou

baixa atividade especifica (atividade/massa celular) e total (atividade/volume).
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Nos experimentos seguintes retirou-se o controle de pH e avaliou-se a
influéncia da concentracdo de oxigénio dissolvido na produgdo da enzima (30%,
20%, 15% e 10 % da saturacgao) e adicionou-se o0 AFA apds dez horas do inicio do
cultivo. O melhor resultado foi obtido mantendo uma concentracdo de oxigénio
dissolvido em 10 % de saturacdo na etapa de produgao.

Nessas condi¢des a producdo da enzima atingiu valores da ordem de 250
UI/L de meio e 50 Ul/g célula. Segundo o autor, este resultado foi atribuido
grandemente a alteragdo da concentracdo de oxigénio dissolvido de 20 % para

10 % ap0os oito horas do inicio do cultivo.
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Figura 2.6: Fermentagdo com meio otimizado, operado a 30°C, oxigénio
dissolvido controlado em 40% da saturagdo, pH controlado em 7,0 através da
adi¢ao de NH,OH 4M ou HCI 5M, AFA adicionado no inicio da fermentacao até
10 horas de cultivo, agitacdo controlada entre 300 e 500 rpm em biorreator,

volume 1util de 5 litros (HOJO, 1997).
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2.6 Medidas em Processos Biotecnologicos e Sistema de Aquisicado Dados

O desenvolvimento de novos e mais sofisticados sistemas para
monitoramento de fermentagdo estdo proporcionando contribui¢des no sentido de
atingir um melhor entendimento dos processos microbianos. A implementacao de
novas técnicas permite melhorar o meio de controle € monitorar os processos
metabolicos, resultando em melhoramento da produtividade. Sensores “on-line”
sdo tipicamente os mais utilizados para propdsito de controle (ARMIGER, 1985).

Quando se trabalha com processos bioquimicos, uma das grandes
dificuldades ¢ a avaliagdo em tempo real de algumas varidveis principais do
processo, como a concentracao celular, de agucares e produto.

O desenvolvimento de sensores para bioprocessos nao ¢ uma tarefa facil,

uma vez que algumas caracteristicas devem ser respeitadas (CRUZ, 2000):

- estabilidade e resisténcia por um periodo de varios dias;
- necessidade de resposta para uma ampla faixa de medida;
- necessidade de esteriliza¢do dos sensores “in-situ”;

- ndo contaminar o sistema;

2.6.1 Ambiente Extracelular

2.6.1.1 Temperatura

Calor pode ser facilmente transferido para as células e diretamente
influenciar no metabolismo celular sendo uma varidvel importante a ser
controlada nos processos fermentativos. Sensores tipicos usados para medir

temperatura em fermentacdo sdo os termoelementos que t€ém como base a
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mudanga de resisténcia de uma fio de platina. A temperatura ¢ freqiientemente
controlada durante o cultivo, quer seja mantida constante ou sendo um parametro

do cultivo (CRUZ, 2000).

2.6.1.2 Pressao

A pressdo ¢ uma variavel que precisa ser considerada, pois influenciara a
solubilidade de gases como oxigénio e didoxido de carbono, embora exerca pouca
influéncia sobre o microrganismo, caso nao ultrapasse muito a pressao
atmosférica. Manter uma sobrepressao no interior do reator ¢ uma maneira de
reduzir possiveis contaminacdes, ou seja, assegurar melhores condi¢des de

assepsia para o processo (CRUZ, 2000).

2.6.1.3  Deteccao de Espuma

O sistema empregado para deteccdo de espuma em um reator bioquimico ¢é
relativamente simples e emprega uma haste de metal, localizada em um ponto
acima do liquido. A medida que ocorre a formagdo de espuma, esta fecha o
circuito ao entrar em contato com a haste, uma vez que a outra extremidade do
circuito encontra-se em contato com o liquido. Nesse momento algum
equipamento ¢ acionado para a adi¢do do antiespumante. (uma bomba peristaltica,

uma valvula solenoide, por exemplo) (CRUZ, 2000).
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2.6.1.4 Vazao de Gases e Liquidos

Vazoes de gases e liquidos sdo importantes varidveis do processo sendo
empregadas no calculo de balangos materiais ao longo do processo. Sao
determinadas através de rotdmetros, quando o processo ¢ apenas monitorado (ndo
existindo a necessidade do sinal elétrico), ou por meio de transdutores (que se

baseiam em elementos sensiveis ao campo magnético, a temperatura, por

exemplo), caso em que se deseja monitorar e/ou controlar (CRUZ, 2000).

2.6.1.5 Volume

A medida do volume do meio contido em fermentador é importante para os
processos em batelada alimentada e continuos. Geralmente trés tipos de sistemas
sdo utilizados para medir volume tendo por base sensores de nivel, medida do

peso ¢ medida da pressdo diferencial (CRUZ, 2000).

2.6.1.6 Fracio Molar de O; e CO; nos Gases de Exaustio do

Fermentador

A fragdo massica de O, ¢ determinada pela passagem dos gases no interior
de uma célula de medida onde existe um campo magnético, tomando por base as
propriedades paramagnéticas do oxigénio.

A fragdo massica de CO; segue o mesmo processo que a de O,, e tem por

base a propriedade desse gas em absorver o comprimento de onda infravermelho

(CRUZ, 2000).



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica 20

2.6.2 Ambiente Quimico

2.62.1 pH

Os sensores esterilizaveis de pH encontram-se disponiveis ha um longo
tempo. Eles foram um dos primeiros sensores de medida direta confidveis. Num
sistema fermentativo a mudanga no pH do meio acarreta alteracdes na atividade
das enzimas, ocasionando mudangas no metabolismo do microrganismo

O sistema de controle de pH ¢ composto de uma sonda e por duas bombas,

as quais sao responsaveis pela adigao de acido e base no sistema (CRUZ, 2000).

2.6.2.2  Oxigénio Dissolvido

A medida da concentragdo de oxigénio dissolvido no meio reacional
também ¢ realizada ha longo tempo, ¢ foi um dos sensores chave no progresso de

cultivos aerdbios (CRUZ, 2000).

2.7 Resultados obtidos no Laboratério de Bioquimica (DEQ/UFSCar)

HOIJO, 1997, foi o primeiro trabalho da linha de pesquisa de produgdo da
penicilina G acilase (PGA) por Bacillus megaterium no Departamento de
Engenharia Quimica da UFSCar. Utilizou técnicas de planejamento experimental
tendo como variaveis o acido fenil acético (AFA), glicose, carbonato de célcio
(CaCO0s), caseina hidrolisada enzimaticamente (CHE) e como resposta a atividade

enzimadtica especifica.
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Os efeitos destas variaveis sobre a resposta foram avaliados pelo método da
analise canonica da superficie de resposta, a qual permitiu encontrar um meio
otimo de cultura. Segundo HOJO, 1997, as faixas de concentracdes otimas para a
producdo de PGA determinadas foram: 2,0 a 2,4 g/ de AFA; 5,0 a 8,0 g/L de
glicose; 30,0 a 50,0 g/l de CHE; 7,3 a 8,0 g/L de CaCO;.

As condigdes operacionais Otimas para a producdo em biorreator foram:
concentracdo de oxigénio dissolvido mantido em 20 % da saturacdo na fase de
crescimento e 10 % na fase de producao (mudanga esta realizada apos 8 horas do
inicio do cultivo); agitacdo entre 200 ¢ 500 rpm. Com as melhores condicdes de
producdo estudadas obteve-se uma producdo de PGA em torno de 250 UI/L,
valores semelhantes ao obtidos por ILLANES et al., 1994.

BERAZAIN, 1997, utilizou soro de queijo (principal sub-produto do
processo de fabrica¢dao de queijo) como fonte de carbono em meio de cultura para
a producdo da enzima PGA por Bacillus megaterium. Uma das justificativas
apresentadas por Berazain, 1997, para avaliar a utilizagdo desta matéria-prima na
composi¢ao de meios de cultura, foi que apenas 60 % deste sub-produto é
utilizado efetivamente para a fabricagdo de produtos para consumo humano ou
animal sendo o restante (cerca de 40 %) descartado, desprezado como carga
poluente.

O soro de queijo mostrou-se muito efetivo para ser utilizado como fonte de
carbono no meio de cultura, podendo reduzir os custos de producgdo da penicilina
G acilase e reduzir a carga poluente dos rios.

VISNARDI, 1997, estudou a influéncia da concentragdo de oxigénio

dissolvido no processo de produgdo de PGA. Segundo o autor, a producdo de
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PGA esta relacionada com a concentracdo de oxigénio dissolvido durante o
cultivo; valores altos (40 % da saturacdo) ou valores baixos (5 % da saturagdo)
nao favorecem a producdo da enzima. Um ponto 6timo para a concentracdo de
oxigénio dissolvido encontra-se em torno de 10% da saturacdo durante todo o
cultivo, obtendo uma produ¢do maxima de enzima.

PINOTTI et al., 2000, testaram alguns meios de cultivo para a produgdo de
PGA empregando Bacillus megaterium. A fonte de carbono estudada foi glicose e
lactose, e a fonte de nitrogénio a caseina hidrolisada enzimaticamente (CHE) com
proteases de diferentes especificidades. Concentragdes de enzima da ordem de
130 UI/L foram obtidas utilizando caseina hidrolisada com Alcalase® como fonte
de nitrogénio, e soro de queijo como fonte de carbono. Nestes estudos verificou-se
que a CHE como fonte de nitrogénio era essencial para a producdo de Penicilina
G Acilase. Trabalhos realizados em paralelo objetivaram desenvolver meio
reacional onde a solu¢do de CHE pudesse ser substituida por solucdo de
aminoacidos livres, com composi¢do similar a encontrada na solu¢do de CHE.
Experimentos realizados com esta nova formulacio de meio resultaram em
significativo aumento na producdo da enzima (SOUZA, 2003).

Dados obtidos por PINOTTI, 2001, mostraram que a adicdo do indutor
(AFA) no inicio da fermentag¢do ou 8 horas apds a inoculagdo do microrganismo,
ndo afeta o crescimento e nem a produgdo de PGA. Este resultado contrariou
aqueles relatados na literatura (SZENTIRMAI, 1963; SHEWALE &

SIVARAMAM, 1989).
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A Figura 2.7 mostra valores da atividade enzimatica (AE) obtida em

experimentos com adicdo de AFA em diferentes tempos (t =0 h; t = 8 h) e sem

adi¢do de AFA, PINOTTI (2001).
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Figura 2.7. Influéncia do acido fenil acético (AFA) na atividade enzimatica em

cultivos de B. megaterium.
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Segundo PINOTTI & GOMES (comunicagdo verbal, 2001) a omissdo de

CaCOs; ndo interfere na producdo de PGA. Com a adicdo do AFA no inicio do

cultivo, este componente pode ser omitido do meio de cultura. Anteriormente era

utilizado com o objetivo de manter o pH em torno de 7 durante a adi¢do do AFA.

SOUZA, 2003, estudou os requerimentos nutricionais para a producdo de

PGA por B. megaterium realizando experimentos em frascos agitados e em

biorreator. Na producdo de enzima foi estudada a influéncia do soro de queijo

como fonte de carbono e caseina hidrolisada enzimaticamente € amino acidos

como fonte de nitrogénio. Os resultados mostraram que o soro de queijo ¢é
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fundamental para a producdo da enzima e a substituicao de solucdo de CHE por
solucdo de aminoacidos conduziu a grande aumento na producdo da enzima.
Cultivos realizados em biorreator com esta nova composi¢cao de meio alcangaram
uma producao da ordem de 330 UI/L.

SILVA, 2003, estudou a inferéncia de varidveis para a producao de PGA por
B. megaterium. Através do sistema de aquisicao de dados, as principais variaveis
do processo foram monitoradas e utilizadas para inferéncia da concentracao
celular. Para a inferéncia foi utilizado enfoque empirico baseado em redes neurais

artificiais.

2.8 Légica Nebulosa (Fuzzy)

A logica nebulosa (Fuzzy) € a 16gica que suporta os modos de raciocinio que
sdo aproximados ao invés de exatos. Esta abordagem foi apresentada em 1964 por
Lofti A. Zadeh, professor no Departamento de Engenharia Elétrica e Ciéncias da
Computacdo da Universidade da California em Berkeley. A 16gica Fuzzy permite
representar, de forma mais real, o raciocinio humano por meio do tratamento de
imprecisoes usando calculos e operagdes com conjuntos Fuzzy, além das variaveis
lingtiisticas (ORTEGA, 2001).

Na teoria dos conjuntos classicos, um conjunto ¢ uma cole¢do bem definida
de objetos, ndo tendo dificuldades em classificar elementos como pertencentes ou
ndo a esse dado conjunto. Dessa forma, dado um conjunto 4 ¢ um elemento x do

conjunto universo U, conseguimos dizer se x € 4 ou se x £ A. Por exemplo,



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica 25

afirmamos sem receio que o numero 5 pertence ao conjunto dos nimeros naturais
e que —5 nao pertence a este mesmo conjunto (PATTERSON, 1996).

Um método para se definir conjuntos ¢ por uma funcao usualmente chamada
de fung¢do caracteristica, onde se declara qual elemento de um conjunto Universo
U ¢ membro do conjunto em questdo, ou seja, descrimina entre todos os
elementos de U aqueles que, segundo um critério, pertence ou ndo a este conjunto.
Exemplo:

Segundo GOMIDE & GODWIN, 1994, dado um universo U e um elemento

x € U, o grau de pertinéncia z4(x) onde 4 < U ¢ definido por:

(x): l>xeAd
Ha 0->x¢A @D

Essa fungdo caracteristica mapeia os elementos de Uem 0 e 1, isto é:
tax) : U —{0,1} (2.2)

Para todo x € U, quando uy(x) = 1, x € declarado membro de 4; quando
Ha(x) =0, x € declarado ndao membro de A.

A loégica Fuzzy ¢ uma generalizagdo da teoria dos conjuntos tradicionais
para resolver os paradoxos gerados a partir da classificagao “verdadeiro ou falso”
da légica classica. Tradicionalmente, uma proposi¢do logica tem dois extremos,
ou seja, ou "completamente verdadeiro" ou "completamente falso". Entretanto, na
logica Fuzzy, uma premissa varia em grau de pertinéncia de 0 a 1, o que leva a ser
parcialmente verdadeira ou parcialmente falsa (FABRI, 1999).

GOMIDE & GODWIN, 1994, destaca um conceito de fundamental

importancia quando se fala em logica Fuzzy: as variaveis lingiiisticas. Uma
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variavel lingiiistica Fuzzy tem seu valor expresso qualitativamente por um termo
lingiiistico (palavras ou frases).

LEE, 1990, define que variaveis lingiiisticas sdo caracterizadas por uma
quintupla (x, T(x), U, G, M) onde x ¢ o nome da variavel (por exemplo,
temperatura, pressao, etc), 7(x) € o conjunto de termos lingiiisticos de x (elevado,
baixo, pouco, etc), U ¢ o dominio (conjunto universo) de valores de x sobre o qual
o significado do termo lingiiistico ¢ determinado (por exemplo, a temperatura
pode estar entre 25 e 50 °C), G ¢ uma regra sintatica para descrever os termos
lingiiisticos e M ¢ a regra semantica que assinala para cada termo lingiiisticot € T
o seu significado, que ¢ um conjunto Fuzzy em U (ou seja, M : T — F(x), onde
F(x) ¢ o espago dos conjuntos Fuzzy).

Por exemplo, se “velocidade” ¢ interpretada como uma variavel lingiiistica,
entdao os termos deste conjunto podem ser descritos como:

T(velocidade) = {muito devagar, devagar, moderada, rapida, muito rapida}

onde cada termo de T(velocidade) ¢ caracterizado por um conjunto
Fuzzy no universo de discurso U = [0,100]. Assim, segundo o autor € possivel
interpretar “devagar” como “uma velocidade abaixo de 40 km/h”, “moderada”
como “uma velocidade entre 50 ¢ 60 Km/h” e “rapida” como “uma velocidade
acima de 70 km/h”. Essa no¢do de elementos associados a um grau de pertinéncia
com relagdo a valores lingliisticos de variaveis lingiiisticas é a nogdo basica de

sistemas nebulosos. Isto pode ser visto na Figura 2.8.
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Figura 2.8 Varidvel lingiiistica "velocidade" e sua divisdo em categorias através

de conjuntos nebulosos.

Na teoria dos conjuntos convencionais, a pertinéncia de um elemento em um
conjunto qualquer ¢ caracterizada por duas situagdes mutuamente exclusivas: ou o
elemento “pertence” ou “ndo pertence” ao conjunto. Na teoria dos conjuntos
Fuzzy, a nogdo bésica de pertinéncia ¢ modificada, permitindo que os elementos
de um conjunto base pertencam a um conjunto Fuzzy com um certo grau de
pertinéncia (um elemento pode pertencer parcialmente a um dado conjunto)
(RISSOLI, 1999).

Pela Figura 2.8 ¢ possivel dizer que uma velocidade de 50 km/h ¢ uma
velocidade moderada com um grau de pertinéncia (GP) 0,9; ja 40 km/h ¢ uma
velocidade devagar com um GP 0,7 e ¢ uma velocidade moderada com GP 0,25.
Finalmente uma velocidade de 70 km/h ¢ uma velocidade rapida com GP 0,65 ¢ ¢

uma velocidade muito rapida com GP 0,20.
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Um conjunto Fuzzy € caracterizado por uma funcdo de pertinéncia (ou
fungdo caracteristica), e o grau de pertinéncia pode ser considerado como uma
medida que expressa a possibilidade de que um dado elemento seja membro de
um conjunto Fuzzy.

Um elemento de um conjunto Fuzzy € representado genericamente por um
par de a/x onde x € o elemento do conjunto base X e a = A(x).

Quanto a representagdo de um conjunto Fuzzy, este ¢ freqiientemente
denotado pela notagao de soma. Por exemplo.

A =H{ai/x; + ayx;+ ...+ ayx,) (2.3)

ou

A= ZﬂA (x; )/'xi (2.4)

onde o conjunto Fuzzy A sobre o conjunto base X = {x;, x, ... x,}. O simbolo "+"
ndo apresenta aqui a soma algébrica, mas denota apenas a unido dos elementos do
conjunto. A notagdo i(x;)/x; se refere ao elemento x; que pertence ao conjunto
Fuzzy A com um grau de pertinéncia z44(x;). Em geral, somente sdo listados no

conjunto Fuzzy A aqueles cujo grau de pertinéncia ¢ diferente de zero (GOMIDE

& GODWIN, 1994; RISSOLI, 1999; ORTEGA, 2001).
2.8.1 Operacoes com Conjuntos Fuzzy
As trés operacdes bdasicas sobre conjuntos convencionais - complemento,

intersec¢ao e unido - podem ser generalizadas para os conjuntos Fuzzy de varias

maneiras.
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Sejam A e B dois conjuntos Fuzzy em U com fungdes de pertinéncia pa € g
respectivamente. As operagdes de conjuntos tais como a unido (AUB), intersec¢ao

(AMB) e complemento (—A) para conjuntos Fuzzy sdo definidas, tais como:

Haus (u) = max[pa(u),pp(u)] (2.5)
Hang () = min[pa(u),ue(uw)] (2.6)
p—a(w) =1 - pa(u) (2.7

Note que a escolha dos operadores unido e intersec¢dao sao arbitrarias. A
unica propriedade que o operador intersec¢do deve satisfazer ¢ retornar “1”
quando ambos os argumento sao “1” e “0” quando um dos argumentos for “0”. Da
mesma forma, a opera¢ao uniao exige que o operador retorne “1” se pelo menos
um dos argumentos for “1” e “0” se nenhum dos argumentos for “1”. Para
obtermos os conjuntos Fuzzy e suas operacdes basta generalizarmos a fungao
caracteristica da légica classica para o intervalo [0,1], ou seja, como descrito na
equagao 2.3. Isto implica considerarmos um continuo de valores de pertinéncia e
nao apenas “pertence” ou “nado-pertence” (ORTEGA, 2001).

LEE,1990 e GOMIDE & GODWIN, 1994, descrevem as operagdes entre
conjuntos nebulosos de forma mais genérica, ou seja, em funcdo de normas
triangulares (s e f), defini¢des estas ndo apresentadas neste trabalho de Mestrado.

Se Ay, ... ,An s@o conjuntos Fuzzy em Uy, ... , Uy, respectivamente, o produto
cartesiano de Aj, .. ,A, ¢ o conjunto nebuloso (Fuzzy) com a funcdo de
pertinéncia (LEE, 1990):

HAL X ... X Han(Up, Uy, ..., Up) = min {pa; (W), ..., Han(Un)} (2.8)
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Relagdes nebulosas sao uma extensao das relagcdes usualmente encontradas
na teoria de conjuntos. Por uma relagdo nebulosa R, definida no produto

cartesiano X x Y, entende-se:

R: XxY —[0,1] (2.9)

Desta forma, para cada par de elementos (x,y), x € X ey € Y, tem-se um
numero entre 0 e 1 associado ao par, este expressa 0 grau com que X € y se
relacionam. Assim, pode se dizer que a relagdo nebulosa definida pelo produto
cartesiano traduz uma implicagdo X — Y.

As relacdes Fuzzy em diferentes espagcos podem ser combinadas umas com
as outras, por meio de operacdes de composicdo. As composi¢des mais comuns

entre relacdes nebulosas (R; e Ry) sdo: Sup — Min e Inf - Max.

e Sup-Min:
(R1 ® Ry)(x,y) = sup [min (Ry(x,2),Rx(z,y))] (2.10)

oInf - Max:

(R, ® R,)(x,y) = inflmax(R, (x,2), R, (z, »))] (2.11)

Um caso particular de composicdo ¢ aquela efetuada entre uma relagdo
nebulosa R e um conjunto nebuloso X.
Y=XeR (2.12)

Y=X®R (2.13)
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2.8.2 Sistema de Controle Fuzzy

“A 1idéia basica em controle Fuzzy ¢ modelar as agdes a partir de
conhecimento especialista, ao invés de modelar o processo em si, levando-nos a
uma abordagem diferente dos sistemas convencionais de controle de processos,
onde os mesmos sdao desenvolvidos via modelagem matematica dos processos de
modo a derivar as agdes de controle como fun¢do do estado do processo”
(GOMIDE & GODWIN, 1994).

Na implementa¢ao do controlador nebuloso ¢ necessario um protocolo de
controle, caracterizando as principais propriedades da adequada estratégia de
controle. O protocolo de controle, basicamente, nada mais ¢ do que o
conhecimento do operador humano.

A estratégia de controle de um operador humano pode ser representada
como um conjunto de relagdes condicionais Fuzzy que formam um conjunto de
regras de decisdo.

Cada regra Fuzzy ¢ composta (na mesma forma como na logica classica) por
uma parte antecedente (a parte "SE") e uma parte conseqiiente (a parte "ENTAO")
resultando em uma estrutura do tipo:

SE (antecedentes) ENTAO (consegqiientes)

Os antecedentes descrevem uma condi¢do, enquanto que os conseqiientes
descrevem uma conclusdo ou uma a¢ao que ¢ descrita quando as condi¢des sdo
satisfeitas. Os antecedentes definem uma regido Fuzzy no espago das variaveis de
entrada enquanto que os conseqiientes descrevem uma regido no espaco de saida

do sistema.
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Segundo SOUSA Jr & ALMEIDA, 2001, quando se pergunta a uma pessoa
sobre qual método que utilizou para controlar um sistema por um longo periodo, a
resposta ¢ freqiientemente numa forma de regra Fuzzy, tal como:

‘SE a temperatura esta muito alta, ENTAO aumento a velocidade do fluido
de refrigeragao’

A regra ‘SE-ENTAQ’ corresponde ao produto cartesiano A; x B; de dois

Conjuntos Fuzzy. R = ZAl.xB[ seria a relacdo Fuzzy gerada a partir de todas as

regras Fuzzy ‘SE - ENTAO’ fornecida pelo operador. Dado os valores de entrada

do controlador, a agdo de controle (inferéncia) ¢ derivada do esquema modus

pones:
Fato: x¢A’
Regra: se (x ¢ A’) entdo (v ¢ B)
Conseqiiéncia: yéB’

Segundo SOUSA Jr & ALMEIDA, 1999, os conjuntos A ¢ B no esquema
modus pones sao conjuntos Fuzzy e nao simplesmente valores numéricos, assim
antes de calcular o conseqiiente, € necessario fuzzyficar o antecedente. De modo
analogo, depois de calculado o conseqiiente é necessario a defuzzyficagdo para a
real utilizagdo sobre o processo. Os conceitos sobre fuzzyficagdo e defuzzyficagdo
sdo relatados posteriormente.

A estrutura de um processo controlado por um controlador Fuzzy é mostrado

na Figura 2.9, enfatizando-se seus componentes basicos como: a interface de
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fuzzyficagdo, a base de conhecimento, a base de dados, o procedimento de

inferéncia e a interface de defuzzyficagio (GOMIDE & GODWIN, 1994).

Controlador Fuzzy
Base de

Dados
Base de
Conhecimento

Y hd
Interface de Procedimento de | Interface de
Fuzzyficagéo Inferéncia Defuzzyficagio

Atuadores

Figura 2.9 Estrutura Béasica de um Controlador Fuzzy (GOMIDE & GODWIN, 1994)

Interface de Fuzzyficacdo: A interface de fuzzyficagcdo envolve as seguintes
fungdes: (a) medir os valores de entrada das varidveis; (b) executar um
mapeamento que transfere os valores das variaveis de entrada dentro do universo
correspondente; (c) executar a fun¢do de fuzzyficagdo que converte os dados em

valores lingiiisticos satisfatdrios vistos como conjuntos Fuzzy (LEE, 1990).

A Base de Conhecimento: consiste de uma base de regras, caracterizando a

estratégia de controle e suas metas;
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A Base de Dados: “armazena as defini¢cdes necessarias sobre discretizagoes
e normalizagdes dos universos de discurso, as particdes Fuzzy dos espacos de
entrada e saida e as definicoes das fungdes de pertinéncia” (GOMIDE &

GODWIN, 1994).

Procedéncia de Inferéncia: depois das variaveis lingiiisticas serem
interpretadas, através da fuzzyficagdo, a proxima etapa sera a descrigdo das
situagdes nas quais existem reagdes através de regras de producdo (IF-THEN).

Cada regra na saida especifica uma ou varias conclusoes.

Interface de Defuzzyficagdo: A defuzzyfica¢do ¢ um procedimento na qual
¢ possivel interpretar a distribui¢do de possibilidades da saida de um modelo
lingiiistico.

Existem muitas técnicas de defuzzyficagdo e entre elas pode-se destacar o
centro de area (CA) e o critério do maximo (Max).

O método centro de area ¢ a técnica mais comumente usada e pode ser
chamada como centro de gravidade ou centroide. O método CA para calcular o
valor representativo considera toda a distribui¢do de possibilidades de saida do
modelo. Este modelo pode ser compreendido como uma média ponderada onde
ua(x) funciona como o peso do valor de x (quando x ¢ discreto) (ORTEGA,

2001).

_ ZX/JA (x)-x
Yo = ZX/JA(X)

(2.14)
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No método mdximo, escolhe-se o ponto onde a fungao inferida tem seu valor
maximo: (Y(y) ¢ a fungdo de pertinéncia da variavel de controle y e yy € o valor de
controle defuzzyficado).

max Y (y) =Y (y,) (2.15)

A aplicagdo de tal procedimento ndo considera a forma da funcdo de
pertinéncia de controle, tendo como conseqiiéncia uma possivel descontinuidade

na resposta do controlador (SOUZA Jr, 1999; GOMIDE & GODWIN, 1994).

2.8.3 Um Breve Historico e Algumas Areas de Aplicacio Fuzzy

Segundo HIROTA, 1994, o niimero total de industrias no Japao que aplicam
a logica Fuzzy atualmente ¢ maior que 200, mas essa situagdo foi bem diferente ha
algumas décadas atras. O interesse pela logica Fuzzy s6 foi relatado apos a
publicacdo de um artigo por Zadeh em 1965.

Em 1972 formou-se no Japdo o primeiro grupo de pesquisa em sistema
Fuzzy, coordenado pelo professor Toshiro Terano, e em 1974 iniciou-se um
importante capitulo para o desenvolvimento desta teoria com a apresentacdo do
primeiro controlador Fuzzy criado por E. Mandani, no Reino Unido (HIROTA,
1994). A partir de entdo varios foram os pesquisadores que tentaram aplicar a
teoria de logica Fuzzy para controlar sistemas em engenharia. ORTEGA, 2001,
relata que em 1976 ocorreu a primeira aplicacdo industrial da logica Fuzzy,

desenvolvida pela empresa “Circle Cement e Sira”, na Dinamarca, que consistiu
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em um controlador Fuzzy que incorporava o conhecimento e as experiéncias dos
operarios para controlar os fornos das fabricas.

Em 1987, foi inaugurado com sucesso o primeiro trem controlado com
logica Fuzzy, no sistema de metr6 de Sendai no Japao (SOUSA Jr & ALMEIDA,
1999). Foi nesta mesma época que a Yamaha desenvolveu um helicoptero nao
tripulado, chamado de Yamaha-50, totalmente controlado por um controlador
Fuzzy.

Em 1990 que a logica Fuzzy atingiu sua maior popularidade com o
lancamento no mercado da primeira maquina de lavar Fuzzy, da Matsushita
Electric Industrial Co, marcando o inicio do desenvolvimento de consumo.

Nos dias de hoje uma variedade de aplicacdes industriais € comerciais estao
disponiveis. Particularmente destaca-se neste cenario o Japao. Podemos destacar
alguns exemplos de tais aplicagcdes em produtos comerciais: geladeiras (Sharp), ar
condicionados (Mistsubishi), cameras de video (Céanon, Panasonic), maquinas de
lavar roupa (Sanyo). Atualmente existem varias empresas (Siemens, Daimler-
Benz, General Motors, Motorola, etc) que possuem laboratorios de pesquisa em
logica Fuzzy para o desenvolvimento de seus produtos (GOMIDE & GODWIN,
1994).

Nos sistemas industriais incluem-se controles de grupo de elevadores
(Hitachi), veiculos autoguiados e robos moveis (NASA, IBM), controle de
motores (Hitachi), ventilagdo de tuneis urbanos (Toshiba Corp.), incineradores de
lixo urbano (Mistsubishi Heavy Industries Ltd.) e controle automatico de
operagdes do metrd.(Hitachi) (GOMIDE & GODWIN, 1994, HIROTA, 1994,

SOUZA Jr & ALMEIDA, 1999).
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A logica Fuzzy ¢ empregada em diversas areas, € os japoneses sdo OS

responsaveis por este grande sucesso (RISSOLI, 1999). Algumas destas areas

estdao apresentadas na Tabela 2.4.

Tabela 2.4 Algumas areas aonde a Logica Fuzzy vem sendo utilizada

Area Descricao
Comércio Aperfeicoamento de controladores para maquinas de
lavar, aspirador de poO, ar condicionado, filmadoras,
maquinas fotograficas, cortadores de grama, etc
Entretenimento Desenvolvimento de Jogos
Financas Controles de crédito e de taxas e negdcios nas bolsas
de valores, além do gerenciamento de manufaturas
Industrias Permitindo maior economia e eficiéncia na aplicacdo
de controles industriais
Medicina Auxiliando em diagnosticos e tratamentos de doengas
Pesquisa Procuram evoluir e transmitir os conhecimentos desta
logica
Sismologia Desenvolvimento do sistema de previsao de
terremotos
Transporte Mais eficiéncia e seguranca para automoveis,

helicopteros, avides, onibus € metrd
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2.84 Aplicacoes da Logica Fuzzy em Processos Fermentativos

Alguns autores utilizaram o controle Fuzzy em processos fermentativos.

YAMADA et al., 1991, publicaram uma aplicacdo de controle Fuzzy para
fermentacdo em batelada alimentada da coenzima Qo  onde se utilizou a limitagao
do suprimento de oxigénio. Esta limitacdo foi controlada pela condi¢ao de
suprimento de oxigénio quando os substratos eram totalmente consumidos. O
controlador Fuzzy usado por estes autores apresentava 70 regras Fuzzy.

SHIBA et al., 1994, utilizaram um sistema Fuzzy no controle da glicose e do
etanol para a melhora da produg¢do de a-amilase em uma cultura em batelada
alimentada da Saccharomyces cerevisiae. Os autores relatam que o controlador foi
desenvolvido para o controle simultaneo da glicose (0,15 g/L) e do etanol (2 g/L).
Resultados mostram que a atividade e a atividade especifica foram duas e trés
vezes maior respectivamente, se comparados com a situacdo onde somente a
glicose era controlada.

ALFAFARA et al., 1993, utilizou um sistema Fuzzy para o controle da
concentragdo de etanol e também para perceber a maxima producdo de um
peptideo (GSH) em uma cultura de batelada alimentada utilizando uma levedura.
Este controle, além de manter constante a concentragao de etanol, também tinha a
fun¢do de verificar “estados emergenciais da glicose”, como por exemplo,
acumulacdo ou deficiéncia. Resultados mostraram que a taxa especifica de

crescimento critica p. corresponde a uma taxa de producao de GSH . Assim, o

controle de p para p, poderia ser feito indiretamente mantendo uma concentragdo
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de etanol constante, ou seja, zero formagdao de etanol manipulando a taxa de
alimentagdo de glicose.

SOUZA Jr & ALMEIDA, 1999, utilizaram a logica Fuzzy na
implementagao de um controle Fuzzy para a determinagao do momento em que
deve ser iniciada a adi¢ao da sacarose a um sistema fermentativo para produgao de

cefalosporina C em regime de batelada alimentada.

2.9 Consideracoes Finais

Como descrito nesta revisao bibliografica, a produgcdao de PGA ¢ processo
complexo necessitando de muitas etapas até o final para a obtencdo da enzima. Ha
na literatura muitos trabalhos sobre a produg¢do de PGA, sendo principalmente
produzido pelo microrganismo E. coli, apesar de produzir a enzima de forma
intracelular. Neste trabalho utilizou-se B. megaterium na produgao de PGA.

O interesse pela logica Fuzzy s6 teve inicio ap6s a publicagdo de Zadeh em
1965, mas hoje hd um interesse muito grande na utilizacdo desta técnica, sendo os
japoneses os responsaveis pela maioria dos trabalhos publicados nesta area. Deste
modo, decidiu-se utilizad-la com o objetivo de identificar o ponto de maxima
concentragdo de enzima em cultivos empregando o microrganismo B.

megaterium.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Materiais

Os principais reagentes utilizados foram:
e Soro de queijo (Sigma)

e C(Caseina (Riedel)

e Acido fenil acético (Carlos Erba)

e Penicilina G (Paraquimica)

Aminoacidos (doagao da Ajinomoto)

Demais reagentes de diferentes marcas comerciais.

3.1.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado nos ensaios de produ¢do da penicilina G acilase
foi o Bacillus megaterium ATCC 14945 (cedido pela Fundacdo Tropical —
Campinas/SP). Foi preservado em tubos inclinados (composi¢do como descrita na
Tabela 3.1). Repiques mensais foram realizados com o objetivo de garantir a
manutencdo do microrganismo. Uma outra forma de armazenamento do
microrganismo foi em criotubos (esporos mantidos em solu¢do de glicerol 20%)
estocados em ultrafreezer a —60° C.

A Tabela 3.1 apresenta a composi¢do do meio sélido utilizado no preparo

dos tubos inclinados.
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Tabela 3.1 Composi¢do do meio sélido para armazenagem e manutencdao do B.

megaterium.
Composicao Concentraciao
Agar 20 g/L
Extrato de Carne 3g/L
Peptona 5¢g/lL
Glicose 1,5 g/L
Agua da torneira 1L

3.1.2 Principais Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados foram:

e Camara rotativa com controle de temperatura e agitacdo (“shaker”), marca
New Brunswick Scientific.

eReator tipo tanque agitado marca New Brunswick BIOFLO II com
capacidade para 5 litros (acoplado a um sistema de aquisi¢dao de dados e
analisador de gases de saida, CO; e O,).

¢ Controlador Légico Programével (CLP);

e Autoclaves, marca FABBE modelo 103, 2000W e 4000W.

e Estufa de secagem e esterilizagdo marca FANEM 320 — SE e 315/9.

e Camara de fluxo laminar marca VECO.

e Balancas analiticas marcas METTLER PB — 3002 ¢ KERN 410.

e pHmetro marca ORION modelo 420 A.
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e pHstato marca METROHM modelo 718 STAT Titrino.

e Espectrofotometro marca PHARMACIA BIOTECH modelo Ultropec
2000.

e Banhos termostatizados, marca BROOKFIELD modelo EX — 200 e
NESLAB modelo RTE — 111.

e Bomba de vicuo marca FABBE modelo 341.

¢ Centrifuga marca EPPENDORF modelo 5403.

e Reator de vidro com camisa de dgua volume 50 ml.

¢ Demais equipamentos e vidragarias comuns de laboratério (dessecadores,
tubos de ensaio, tubos de Follin-Wu, provetas, baldes volumétricos,
erlenmeyers, béqueres, pipetas, filtro microporoso, cubetas, tampodes de

algodao, buretas, conta-gotas).

3.2 Meétodos
3.2.1 Descricao dos Meios de Cultura

3.2.1.1 Pré-Inoculo

A producao do pré-indculo foi feita com meio de crescimento em apenas um
frasco de erlenmeyer (500 ml), com 75 ml de meio, em camara rotativa (“shaker”)
por 24 horas, 300 rpm e temperatura de 30 °C.

A Tabela 3.2 descreve a composi¢cdo dois meios de germinagdo: o primeiro
denominado MG1 (HOJO, 1997) continha solugdo de caseina hidrolisada
enzimaticamente (CHE) e o segundo, MG2 (SOUZA, 2003), solucao de

aminoacidos livres (aa). A solugdo de sais (concentrada) utilizada no preparo dos
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meios de  cultura  continha a  seguinte = composicdo  (mg/L):
MgCl,.6H,0= 75,3; CaCl,.6H,O= 55,1; NaySOs,= 53,3; FeCl;.6H,0= 14,5;
CoCl,.6H,0= 1,21; MnCl,.4H,0= 1,07; CuCl,.2H,0= 0,8; Na,M004.2H,0= 0,68

e ZnCl,= 0,063.

Tabela 3.2 Composicao dos meios complexos de germinacdo para a produgdo de

Penicilina G Acilase por B. megaterium

Nutrientes MGT1 (g/L) MG2 (g/L)
Caseina hidrolisada enzimaticamente ' 40,0 -
Solucao de sais 0,9 0,2
Soro de queijo 7,0 7,0
Solucdo de aa * - 10,0

' Considerando uma solugdo de Caseina de 80 g/I.

2 Mistura de aa (g/1): alanina = 1,16; acido aspartico = 2,53; cistina = 0,13;
glicina = 0,44; histidina HCl = 0,98; lisina HCl = 3,02; metionina = 2,49;
Fenilalanina = 2,44; prolina = 4,30; serina = 2,49; treonina = 1,91; tirosina = 1,96,
triptofano = 0,53; valina = 2,76; arginina = 1,64; &4cido glutdmico = 4,47,
leucina = 4,18; isoleucina = 2,21.

3.2.1.2 Producao do Indculo

O inoculo foi preparado em trés frascos de erlenmeyers de 1000 ml com 150
ml de meio e cultivado em mesa agitadora (“Shaker”) por 24h, 300 rpm e 30 °C.
Apos esse periodo, o inoculo foi transferido para o erlenmeyer de meio de
produgdo (num total de 10% volume total da fermentacdo). O meio de germinagao
utilizado para a obtengao do Inéculo foi 0 mesmo descrito para a preparacao do

pré-indculo.
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Na Figura 3.1 esta apresentado um esquema do preparo do inoculo e pré-

in6culo partindo de criotubos até a fermentacao final em biorreator.

..

Créﬂut%b':' Pré-inaculo Indeulo
( (24 horas) (24 horas)

u
—u

Ly

Frodugao
(48 horas)

Figura 3.1. Esquematizacdo da preparacdo do experimento desde o uso dos

criotubos até o experimento em biorreator.

3.2.2 Fermentacio Principal

As fermentacdes foram realizadas em biorreator do tipo agitado e aerado
acoplado a um sistema de aquisi¢do de dados, com capacidade para 5,0 litros de

volume util. Apds a obten¢do do indculo e do meio de producdo, estes foram

transferidos para o biorreator por gravidade.

A composi¢do do meio de crescimento utilizado para a fermentacao ¢

descrita na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3. Composicdo dos meios para produ¢do de PGA por B. megaterium

em Fermentador do tipo tanque agitado e aerado.

Composicao MP1 Mp2
Caseina hidrolisada enzimaticamente (CHE) 51,3 g/L * -
Solugdo de amino4cidos ' (a.a.) - 10,0 g/L **
Soro de queijo 19,6 g/l 19,6 g/L
Acido fenil acético (AFA) 2,7 g/L 2,7 g/L
Antiespumante 0,5 ml/L 0,5 ml/L
* HOJO, 1997.

** SOUZA, 2003.

3.2.3 Analise das amostras para acompanhamento da Producio

A analise das amostras para acompanhamento da producgdo inicia-se pela
separacdo do microrganismo do meio de cultura (centrifugacdo a 4°C a 10.822¢g
durante 20 minutos e filtragdo em membrana milipore porosidade 0,45 um). O

sobrenadante ¢ utilizado para quantificacdo de substratos e produto.

3.2.3.1 Determinaciao da Concentracio de Lactose

3.2.3.1.1 Método DNS

A concentragdo de lactose foi realizada pelo método de DNS. Curvas de
calibragdo com solucdes padroes de lactose na faixa de 0,6g/1 e 1,5 g/l foram

preparadas (MILLER, 1959).
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a) Reagentes

O reagente DNS foi preparado em banho a £ 45° C, ou usando bico de
Bunsen com muito cuidado, para que nao atinja a temperatura de ebuli¢ao.

Em um becker de =+ 400 mL, dissolveu-se por completo 30 g de sal de
Rochelle P.A. (tartarato duplo de sodio e pdtassio) em 50 mL de agua destilada.
Adicionou-se em seguida 1 g de 3-5 acido dinitrosalicilico (DNS) a solugdo
anterior, ¢ com um bastdo de vidro tentou dissolver ao méximo as particulas
solidas. E finalmente adicionou 20 mL de NaOH 2 N (8,3 g em 100 mL de H,O
destilada), misturando sempre até completa dissolugdo dos so6lidos presentes.

Transferiu quantitativamente a solucao obtida para baldo volumétrico de
100 mL. Colocou este balao em banho de dgua & temperatura ambiente por + 2
horas para resfriamento. Por fim ajustou o volume do baldo para 100 mL com

agua destilada.

b) Procedimento

A 1 mL de solu¢do de AR, adequadamente diluida adicionou 2 mL da
solucdo de DNS. O tubo Follin-Wu de 25 mL com esta mistura foi aquecido por 5
minutos em 4gua em ebulicdo e em seguida foi resfriado em agua gelada,
mantendo os tubos tampados com rolhas fendidas.

Completou o volume do tubo até 25 mL com d4gua destilada,

homogeneizou-se bem, e determinou a transmitancia no espectrofotometro.
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Obs: calibrou o espectrofotometro com teste em branco, antes de fazer as leituras
das outras solugoes.
A leitura foi feita a 540 nm (visivel) e a faixa de concentragao de AR deve

serde 0,6 a 1,5 g/L.

3.2.3.2 Métodos para Determinacio de Proteinas

Os métodos de LOWRY e BRADFORD foram utilizados para a

determinagdo de proteinas.

3.2.3.2.1 Método de Lowry

A concentragdo de proteinas nas amostras retirada foi avaliada
quantitativamente empregando o método de Lowry (HARTREE, 1972), que
utiliza como curva padrao a soro albumina bovina.

As amostras a serem analisadas foram convenientemente diluidas (quando
necessario) para nao ultrapassarem a concentragdo de 0,4 mg/ml.

Em tubos de ensaios, adicionou-se 1 ml de amostra ¢ 5 ml de solugdo
preparada na hora do uso contendo Na,CO3; 2% em NaOH 0,1 N, CuSO4 1% em
agua destilada e tartarato de sddio potassico 1% em agua destilada. Esperou-se 15
minutos e adicionou-se 0,5 ml do reagente Folin Ciocalteau diluido 1:2 na hora do

uso. Apos 30 minutos foi feita a leitura em espectrofotometro a 660nm.
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3.2.3.2.2 Método de Bradford

O reativo foi preparado dissolvendo-se 100mg de Coomassie Brilliant Blue
G 250 (RioRad) em 50 ml de etanol e 95% v/v (Merck) sob vigorosa agitacdo. A
esta solucdo adicionou-se 100 ml de &cido fosférico a 85% p/v, diluindo-se em
baldo volumétrico até 11 com agua destilada. Esta solugdo foi filtrada sob vacuo
em sistema Millipore com papel de filtro Wathman 113, e armazenada em frascos
na geladeira, sendo estavel por duas a trés semanas.

Procedimento:

Em tubos de ensaios limpos e secos, adicionou-se S5ml do reativo ¢ 100ul da
amostra. A amostra foi convenientemente diluida quando necessério, de forma
que a concentra¢do de proteina total ndo ultrapasse a 660mg/l. Agitou-se em
vortice, deixando-se em repouso por 5 minutos. A leitura da absorbancia das
amostras foi em espectrofotdometro no comprimento de onda de 595nm.

Para amostras muito diluidas, a solucdo foi realizar uma dilui¢ao
inversa das amostras, ou seja, adicionar maior volume de amostra para cada 5 ml
do reativo, desde que leitura da absorbancia estivesse compreendida dentro da

faixa de calibragdo (BRADFORD, 1976).

3.2.3.3 Analise de Atividade Enzimatica

A atividade enzimatica foi quantificada através da conversao de penicilina G

em 6-APA, e consiste em deixar a penicilina ser hidrolisada por uma aliquota da

amostra obtida.
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3.2.3.3.1 Método Colorimétrico do PDAB

Este método consiste em determinar a atividade amidase da penicilina G
acilase utilizando o colorimétrico p-dimetilamidobenzaldeido (PDAB). O 4cido 6-
aminopenicilanico (6-APA) produzido na reagdo de hidrdlise da penicilina G,
reage com o PDAB, gerando um produto colorido que ¢ acompanhado
espectrofotometricamente em um comprimento de onda de 415nm. A leitura foi
relacionada a concentragao de 6-APA por meio de uma curva de calibragao obtida

com solugdes padroes de 6-APA na faixa de 200-1000 pm/ml.

Procedimento:

Em um reator aquecido por meio de camisa de agua, a 37 °C colocou-se
uma quantia de PG 5% p/v em tampdo fosfato 10mM pH 8,0 e esperou-se
estabilizar a temperatura. Apos a estabilizagdo foi adicionado a solugdo de enzima
sob agitacdo. Tomaram-se aliquotas em diferentes tempos de reacdo, no qual
devem ser colocadas em cubetas preparadas com reagentes PDAB, que consistia
em uma mistura de 0,5 ml de PDAB 0,5% p/v em metanol, 2,0ml de acido acético
20% v/v e 1,0ml de solugao de hidréxido de soédio 0,05 M, deixando-se reagir por
2,5 minutos.

Obtidos os pontos em diferentes tempos como descrito acima, estes sio
dispostos em um grafico e realiza-se um ajuste linear dos pontos obtidos. A partir

da tangente desta reta, calcula-se a atividade enzimatica em UI/L.
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3.2.4 Concentracao Celular

Durante os cultivos as amostras sdo retiradas em periodos de 2 horas (até a
12 horas) e ap6s em periodos de 4 horas.

A analise da concentracao celular ¢ feita pelo método da massa seca.

Centrifuga-se uma aliquota de 10 ml de amostra. Apds a centrifugagdao o
sobrenadante ¢ analisado e os tubos de centrifuga contendo as células ja sem o
meio de cultura sdo lavados com um volume de 20 ml de solugado de acido acético
5% e em seguida filtrados em membranas de 0,45 um de poro (previamente

pesadas). As membranas contendo o filtrado sdo levadas novamente para estufa.

3.2.5 Hidrdlise de Caseina

A hidrélise da caseina 8% foi realizada em pH-stato (Metrohn modelo
Titrino) usando solu¢do 5M de NaOH para manter o pH constante. Temperatura
de 50 °C e pH = (8,0 £ 0,1) s@o os valores 6timos recomendados pela industria
Novo Nordisk Industrial do Brasil. O tempo para ocorrer a hidrélise de caseina foi
em média de 4 horas apo6s colocar-se a enzima e mais 30 minutos em banho a

80 °C.

3.2.6 Preparo dos Criotubos

O preparo dos criotubos com o Bacillus megaterium ATCC 14945 foram

realizado em varias etapas. A linhagem foi repicada em tubos inclinados com
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meio solido e mantida por 7 dias a 30° C. Decorrido este periodo, os esporos
foram suspensos em 3 ml de solucdo salina 0,9% e repassados aos frascos de
Roux, previamente preparados com meio solido. Os frascos de Roux sdao mantidos
a 30° C por 7 dias. Passado este periodo, adicionou-se ao frasco contendo os
esporos uma solucdo crioprotetora estéril (glicerol 20% v/v) precipitada de uma
vigorosa agitacdo e raspagem dos esporos; as suspensdes de esporos de todos os
frascos foram transferidas para um erlenmeyer previamente esterilizado.Uma
aliquota para contagem dos esporos foi retirada em Camara de Neubauer e por fim
os criotubos foram utilizados para acondicionar os volumes de suspensdo de
esporos referentes & concentragdo desejada (10° esporos/ml) e armazenados em

ultrafreezer.

3.3 Sistema de Aquisi¢ao de Dados

Um esquema do aparato experimental com o sistema de aquisicdo de

dados utilizado neste trabalho ¢ ilustrado na Figura 3.2.
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Figura 3.2. Esquema do aparato experimental com sistema de aquisi¢do de dados

(CRUZ,2000).

O sistema de aquisicao de dados ¢ formado pelos seguintes equipamentos

(CRUZ, 2000):

- Eletrodo de pH (tipo 465-90, Mettler Toledo) conectado a
Medidor e Transmissor de pH (modelo TH-41, Digimed);

- Eletrodo de oxigénio dissolvido (tipo 12/320T,, Metler
Toledo) conectado a Medidor e Transmissor de Oxigénio Dissolvido
(0, 4500, Metler Toledo);

- Bombas peristalticas (BVP, Ismatec) para adi¢do de meio
suplementar, acido e/ou base;

- Fluxémetro de massa (modelo 33116-20, 0 a 5 NLPM, Cole
Parmer®) para monitorizag¢do da vazdo de ar no sistema;

- Transdutor de pressdo (modelo 560, T&S Equipamentos)

para monitorizar a sobre pressao no interior do biorreator;
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- Sensor de temperatura (Pt — 100), inserido em um pogo
dentro do reator;

- Analisador de oxigénio e de didxido de carbono
(Rosemount Analytical) acoplados para analise dos gases de saida do
fermentador. Os analisadores sdo calibrados com gases padroes (N,

99,99% e CO, 5,0% / 95%).

3.3.1 Descricao do Sistema de Controle de pH

O pH ¢ controlado na faixa de 2,00 a 12,00 (£ 0,01). Sensor
amperométrico (pHE - 200) ¢ imerso no meio da reagdo para determinar o valor
do pH, sendo o sinal deste sensor enviado ao transmissor. Para controle de pH,
emprega-se um controlador por faixas (com limites inferior e superior) (pHC -
200) o qual aciona duas bombas peristalticas para adicdo de acido ou base,
dependendo do pH do meio e do “set-point” determinado pela funcdo loégica

programavel (CRUZ, 2000).

3.4 Algoritmo baseado na Logica Fuzzy

Desenvolveu-se algoritmo Fuzzy composto por 11 regras. O algoritmo Fuzzy
tomou por base aquele desenvolvido por SOUSA Jr (1999). Este foi programado
em FORTRAN e compilado como biblioteca dinamica (DLL) para uso em

conjunto com programa elaborado em Visual Basic (GOMES, 2001).
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Comparando-se o perfil da fragdo molar de CO; (Yco;) e o da concentragao
de PGA observa-se que apos o pico de CO,, tem-se a maxima producao da
enzima, a partir do qual o nivel de liberagdo comecava a cair sensivelmente.
Fazendo uso apenas do tempo de cultivo e do nivel de liberagao de gas carbdnico,
deveria ser esta transicdo de nivel de liberacdo de CO,, de crescente para
decrescente, a principal informagao utilizada para se chegar ao objetivo desejado.

O controlador Fuzzy (SOUSA Jr, 1999) foi dividido em trés niveis de
raciocinio: aten¢ao, identificacdo do pico CO; e protegdo. As regras do nivel de

atencao sao:

1) SE tempo cedo e CO, baixo ENTAO nio ativa o nivel de agio
2) SE tempo tarde e CO, baixo ENTAO nao ativa o nivel de agdo
3) SE tempo cedo e CO; alto ENTAO ativa o nivel de agio

4) SE tempo tarde e CO, alto ENTAO ativa o nivel de agdo

O nivel de agdo ¢ ativado assim que o grau de pertinéncia “ativa”
ultrapasse um valor pré-determinado de 0,8 (80% de certeza) (Figura 3.3 - A).
A regra associada com o nivel identificacdo do pico CO, baseou-se no

calculo da variagdo da fracdo molar de CO, (ACO,), equagdo (3.1).

ACOx(11) = COs(n) - COA(1 - 20) (3.1)

onde n ¢ o enésimo valor de ACO, lido pelo sistema de aquisicao de dados e 20

minutos € o intervalo de tempo admitido.
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A equacao (3.1) funciona como um filtro passa-baixa, suavizando os dados
experimentais obtidos pelo sistema de aquisicdo de dados. As duas regras Fuzzy

para o nivel de identificagdo foram (Figura 3.3).

5) SE variacio de (ACO») é zero ou positiva ENTAO ndo avisa “pico CO,”

6) SE variacio de (ACO») é negativa ENTAO avisa “pico CO,”

Begra 3 ativa nivel aciio

| Y L »
Tempo (h) i YCOZ (%) \

Regra 4 i i ativa nivel agio  Max

y

S L
Tempo (1) ' Yoo, (%) '
A
Regra 5
nivel Zero ou
identificacio positiva
Ve2 ACO2(%) T o €O,
‘ nao identificado
Regra 6 !
nivel : \‘:\ """"""""""
identificacio negativa,

%
Vel ACOz (%) pico CO,

identificado

(B)

Figura 3.3. Diagrama esquematico ilustrando a atuag@o do controlador Fuzzy: (A)

regra nivel acdo, (B) regra identificacdo (Adaptado de SOUSA Jr, 1999).
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Foi necessario ainda adicionar regra de protecdo ao controlador Fuzzy,
para evitar a identificacdo de um “falso pico” gerado por oscilagdes no sistema.

As regras de protecdo foram:

7) SE tempo ¢ cedo e variagdo de CO, negativa ENTAO espera

8) SE tempo ¢ tarde e variagdo de CO, negativa ENTAO confirma “pico CO,”
9) SE tempo é cedo e variagdo de CO; positiva ENTAO cancela “pico CO,”
10) SE tempo ¢é tarde e variagdo de CO, positiva ENTAO cancela “pico CO,”

Como critério de parada do cultivo, estipulou-se o calculo da derivada da
fracdo molar de CO, (DYco,/dt). No momento em que esta varidvel atingisse
valor maior ou igual a —0,20, sinalizava-se que o cultivo havia atingido maximo

nivel de atividade enzimatica.

Na Tabela 3.4 sdao apresentados os valores dos parametros do controlador

Fuzzy utilizados nos experimentos.

Tabela 3.4. Pardmetros do Controlador Fuzzy utilizados em todos os

experimentos na identificacdo da maxima concentracdo de enzima (PGA).

Tempo Cedo (T1) 15 horas
Tempo Tarde (T2) 17 horas
YCO, Baixo (C1) 0,5 % de saturacao
YCO; Alto (C2) 1,1 % de saturacao
VCl1 -0,12
vC2 0,0
trec (tempo de recuperagao) 1,20 hora
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Cabe ressaltar que estes foram ajustados em um conjunto de dados (ajustes),
sendo fixados e utilizados nos demais experimentos. O valor fixado para T1 e T2
corresponde aos valores de tempo de cultivo, Cl corresponde a um valor
estabelecido para que os niveis de atencao do controlador entre em Atencao e C2
corresponde ao valor que permitisse a colocacao dos dados do nivel de liberagao
de CO, dentro do nivel de Acao.

A Figura 3.4 apresenta a seqliéncia da fuzzyfica¢do e defuzzyficagio do

algoritmo desenvolvido em Fortran.

tempo (TC, TT), Inferéncia fuzzy
Yco2 (CB,CA),

DY¥co2/dt (DCH, DCZE)
&

Agdio (WP, AT, P)
{(Wanaveis lingnisticas)

HNiwvel Linguistico

"Fuzzyficacio"

Mivel técnico

tempo, Yeo2, DYco2/dt |4 Cultive B. megaterium
(Variaveis reais) {Bioprocesso) -— |

TC=tempo cedo; TT=tempo tarde; CB=Yco, baixo; CA=Yco; alto; DCN=Dyco,
negativa; DCZP=DYco, zero ou positiva; NP=ndo pare; AT=atencdo e P=pare
cultivo.

Figura 3.4 Etapas de fuzzyficagdo e defuzzyficagio do algoritmo Fuzzy

desenvolvido em Fortran.

Dentre as variaveis reais obtidas nos experimento em biorreatores na
producao de PGA por B. megaterium destacam-se o tempo, a fragdo molar de CO,

(Ycoy) e a derivada da fracdo molar de CO,(DYco,) em relacao ao tempo. Através
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da fuzzyficagao destas variaveis reais (nivel técnico — nivel lingiiistico), obtem-se
as variaveis lingiiisticas (TC=tempo cedo; TT=tempo tarde; CB=Yco, baixo;
CA=Yco; alto; DCN=Dyco, negativa; DCZP=DYco; zero ou positiva;). A seguir,
ocorre a inferéncia Fuzzy fornecendo a acdo do algoritmo (NP=ndo pare;

AT=atencdo e P=pare cultivo) indicando o tempo ideal para a parada do cultivo.
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4. Resultados e Discussoes

Os resultados serdao apresentados em trés itens.

No item 4.1 ¢ apresentado resultado de experimentos utilizando
caseina hidrolisada enzimaticamente (CHE) como fonte de nitrogénio.

O item 4.2 apresenta os resultados dos experimentos onde a solugdo de
CHE foi substituida pela solu¢dao de amino acidos livres (a.a.).

O item 4.3 apresenta os resultados utilizando algoritmo empregando
logica Fuzzy (elaborado em Fortran, Microsoft, e “pacote Fuzzy” do programa

MatLab, Mathworks 5.2).

4.1 Resultados utilizando Caseina Hidrolisada Enzimaticamente

(CHE) na Producio de PGA em Biorreator

Foram realizados trés experimentos com a utilizagdo de CHE como
fonte de nitrogénio ¢ com o soro de queijo como fonte de carbono. O primeiro
experimento foi considerado ensaio padrido (sendo utilizado como referéncia de
comparagdo para os outros experimentos). No segundo e terceiro ensaios foi

utilizado controle de pH em 8.1+0,1 empregando HCI SM.
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4.1.1 Primeiro Ensaio em Biorreator: Meio de Producao Padrao

(CHE/20% OD)

O primeiro ensaio foi realizado em biorreator tipo tanque agitado e aerado
(Bioflow I1-C) empregando microrganismo Bacillus megaterium, utilizando meios
de cultura como descrito no item 3.2.1. Este experimento teve o acompanhamento
em tempo real de variaveis de processo como pH, fragdo molar dos gases de saida
(CO; e O,), temperatura e controle de oxigénio dissolvido.

As condi¢oes das variaveis de processo adotadas foram: temperatura
controlada em 30°C; controle de oxigénio dissolvido em 20% da saturagdo
durante todo o cultivo; sem controle de pH; aeracdo de 2 NLPM/min; adi¢do do
acido fenil acético no inicio do cultivo.

Este ensaio teve duragdo de 52 horas com amostras retiradas a cada 2 horas
nas primeiras 16 horas, e em seguida em periodos de 4 horas. Analisou-se a
concentracdo celular, atividade enzimatica, concentracdo de lactose e
concentragdo de proteinas.

Os resultados referentes a esse ensaio sdo apresentados no Apéndice Al
(Tabela A.1). Neste ensaio sdo apresentados os graficos das varidveis obtidas pelo
sistema de aquisicdo de dados (Figura 4.1). Nessa figura também estdo incluidos
os resultados da concentragdo celular (Cx) e atividade enzimatica (A.E.), que
foram obtidos ap6s analises quantitativas.

A Figura 4.1 apresenta os graficos do primeiro experimento obtido pelo

sistema de aquisi¢ao de dados.
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Figura 4.1:

(e)

Resultados experimentais do primeiro ensaio realizado no

fermentador: (a) concentracdo celular e atividade enzimatica obtida em analises

de laboratorio; (b) pH; (¢) concentracdo de CO, nos gases de saida; (d)

concentragdo do oxigénio dissolvido e (e) agitagdo, obtidos pelo sistema de

aquisicao de dados.
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Como pode ser visto na Figura 4.1 — (a) a atividade enzimadtica apresentou-
se irregular a partir de 12 horas até o final do cultivo, tendo um comportamento
oscilatério. A producao maxima atingida neste experimento foi de 57 UI/L em 16
horas de cultivo (apresentando um valor muito baixo) e a concentracao celular
apresentou seu maximo em 16 horas com 7,8 g/l. A produgdo da enzima esta
associada ao crescimento celular embora exiba um atraso de médio de 4 horas. A
fracdo molar de didoxido de carbono exibe relagao direta com a concentracdo
celular. O pH caminha a valores basicos durante o transcorrer do cultivo.

O oxigénio dissolvido (OD) foi controlado em 20 % saturagao até proximo a
30 horas de cultivo. Como pode ser visto na Figura 4.1 — (d), o valor de OD
comegou a aumentar a partir de 28 h, pois o controlador (Controlador Logico
Programavel - CLP) ndo estava mais conseguindo controla-lo, assim a agitagao foi

mantida constante em 200 rpm.

4.1.2 Segundo Ensaio em Biorreator (Controle de pH/CHE)

Este experimento teve o acompanhamento em tempo real de variaveis de
processo como pH, fragdo molar dos gases de saida (CO, e O,) e temperatura.
Neste ensaio houve problemas com o eletrodo de oxigénio dissolvido,
inviabilizando o acompanhamento dessa variavel.

As condigdes das variaveis de processo adotadas foram: temperatura
controlada em 30°C; pH controlado a (8,0 £ 0,1) com a adicdo de HCl 5M; sem
controle de oxigénio dissolvido; aeragdo de 2 NLPM/min e adi¢do do 4cido fenil

acético no inicio do cultivo.
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Este ensaio teve duragdo de 48 horas com amostras retiradas a cada 2 horas
nas primeiras 16 horas, e a partir desse momento passaram a ser retiradas a cada 4
horas. Analisou-se a concentragdo celular (Cx), atividade enzimatica (A.E.),
concentragdo de lactose e concentragdo de proteinas.

Os resultados referentes a esse ensaio sdo apresentados no Apéndice Al
(Tabela A.2).

A Figura 4.2 ilustra o perfil da concentracao celular (Cx) e producdo de
enzima (A.E.), a variacdo do pH, a fracdo molar dos CO;, e O, nos gases de
exaustdo do biorreator e a agitacao.

Observa-se na Figura 4.2 — (a) que a atividade enzimatica atingiu seu valor
maximo em 14 horas (95,0 UI/L). Apos esse periodo iniciou-se um decréscimo
em sua concentragdao atingindo em 36 horas o valor de 26 UI/L. Apesar deste
decréscimo ocorrido apds 14 horas, pode-se notar que a producdao neste
experimento foi maior que a obtida no ensaio anterior (57 UI/L). Neste
experimento, a produ¢do da enzima diminuiu o atraso (2 horas) em relagdo ao
crescimento celular.

A partir de 34 horas, alterou-se o “set-point” do pH para 7,5, com o objetivo
de avaliar o comportamento do microrganismo em um pH mais baixo que o do
inicio do ensaio (Fig. 5.2-(b)). Como se pode observar, a partir desse momento a
concentragdo da enzima caiu mais ainda chegando até o final da fermentagao num

valor muito baixo.
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Figura 4.2: Resultados do segundo ensaio realizado em fermentador:

(a) Atividade Enzimatica e Concentragdo celular, obtidas em analises de

laboratorio; (b); pH; (¢) concentragdo de CO; nos gases de saida, (d) Agitagdo,

obtidos pela aquisi¢do de

dados.

Na Fig.5.2-(c), pode-se verificar que houve um aumento na evolucao de CO,

até 16 horas devido ao crescimento do microrganismo. Apds este periodo a

concentracdo de CO; comeg¢ou a diminuir, embora o crescimento celular

continuasse até 25 horas, mantendo-se estavel até o final da fermentacao

(concentracao de 8,8 g/L).

Neste segundo ensaio nao foi possivel monitorar e controlar a concentracao

de oxigénio dissolvido devido a problemas no sensor. Desta forma a agitagao foi

mantida entre 450 e 600 rpm até 36 horas e depois fixada em 200 rpm (Fig. 5.2-d).
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Com o sistema de aquisi¢ao de dados foi possivel acompanhar as variaveis
de processo em tempo real (tempo de aquisicdo dos dados: 2 segundos). A Figura
4.2 (b) (c) e (d) ilustra as variaveis acompanhadas durante o cultivo (pH, Yo, e
Ycoz, € agitagao respectivamente), bem como a concentragao celular e de enzima
obtidas em analise de laboratdrio (Figura 4.2 —(a)).

Pode-se verificar na figura 4.2 — (b) que o controle de pH funcionou muito
bem, apresentando o perfil que foi desejado durante todo o cultivo, ou seja,
controlou-se o pH em (8,0 = 0,1) até 34 horas e depois em (7,5 = 0,1) até o final
do cultivo.

Este experimento apresentou um aumento significativo na produgao de PGA
em relacdo ao experimento anterior (mesmo apresentando um decréscimo na
produgdo ap6s 16 horas de cultivo), levando-nos a programar um terceiro ensaio
com controle de pH, onde este ensaio teria as condigdes operacionais como no
segundo, diferenciando-se apenas por uma suplementacdo de acido fenil acético
(AFA) apo6s 10 horas de fermentagao, uma vez que o AFA ¢ o indutor da reagao.

Como nao foi possivel neste segundo ensaio acompanhar a concentracdo do
oxigénio dissolvido e a producdo foi maior que no primeiro ensaio, programou-se
para o terceiro ensaio seguir com o mesmo perfil de agita¢do (fixando a agitagao

manualmente), esperando obter os mesmos resultados ou até melhores.
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4.1.3 Terceiro Ensaio em Biorreator (Controle de pH/CHE/Sem

controle de OD)

O terceiro ensaio empregou os mesmos meios de cultura. Contudo, houve a
suplementagdo de solucdo contendo acido fenil acético (indutor da reacao) apos
10 horas de cultivo (batelada alimentada).

As condi¢des operacionais adotadas foram: temperatura controlada em 30°C;
pH controlado a (8,0 £ 0,1) com a adi¢cdo de HCI 5M; aeracdo de 2 NLPM/min;
adicdo do acido fenil acético (AFA) no inicio do cultivo; suplementagdo de
solucao de AFA apo6s 10 horas de cultivo (1 L);

O ensaio teve duracao de 42 horas. Analisou-se a concentracdo celular,
atividade enzimatica, concentracdo de lactose e concentragdao de proteinas. Os
resultados referentes a esse ensaio sdo apresentados no Apéndice Al (Tabela A.3).

O controle de pH iniciou-se apos 12 horas de fermentagdo (pH = 8,1 + 0,1,
controle liga-desliga da bomba peristaltica: bomba funcionava 20 segundos e
ficava em repouso por 10 segundos). O controlador apresentou desempenho muito
satisfatorio mantendo o pH do meio de cultivo em 8,1 £ 0,1.

A Figura 4.3 mostra os resultados da concentracgao celular (Cx) e a atividade
enzimatica (A.E.) obtidas apos analise em laboratorio, os valores de pH, fragdo
molar dos gases de saida (Ycoz € Yoo), agitagdo e oxigénio dissolvido adquiridos

pela aquisi¢do de dados.
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Figura 4.3 Resultados do terceiro ensaio em fermentador: (a)
concentragao celular e atividade enzimatica obtida em analise de laboratorio; (b)
valores do pH; (c) concentragcdo de COy; (d) Oxigénio dissolvido e (e) Agitacdo,

obtidos pelo sistema de aquisicao de dados.

Na Figura 4.3 — (a) pode-se verificar que a atividade enzimatica foi menor
que obtida no segundo ensaio. A atividade enzimatica atingiu um valor maximo

da ordem de 70 UI/L em 14 horas de fermentagdo tendo a partir deste ponto um
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decréscimo em sua producao, mantendo-se estavel até o final da fermentacdo. A
concentragdo celular chegou a 9,0 g/L em 19 horas de cultivo.

O controle de pH realizado pelo controlador logico programavel (CLP) deste
terceiro ensaio iniciou-se apos 12 horas de fermentagdo, apresentando o perfil de
pH desejado, ou seja, um controle de pH em (8,1 £ 0,1).

O AFA foi adicionado no inicio do cultivo em todos os experimentos. Como
neste terceiro ensaio houve a suplementacio do cultivo com acido fenil acético, o
pH teve uma pequena defasagem para subir, ou seja, para iniciar o controle do pH
que seria ajustado para em torno de 8,1.

Pode-se perceber que houve um aumento de producdo de penicilina G
acilase no cultivo onde o pH foi controlado em 8,1 até 14 horas (ensaio 2). Em
todos os experimentos verificou-se que logo ap6s atividade enzimadtica atingir um
valor méximo, houve uma queda de sua concentracdo. A razdo desta queda ainda
¢ incerta. Estudos em paralelo tentando quantificar se proteinas presentes no meio
de cultivo poderiam estar induzindo a formacdo de proteases, as quais hidrolisam
a enzima PGA formada, ndo identificaram nenhuma protease. E mais provavel
que essa queda na concentragdo da enzima deve-se a sua inativacao pela adi¢do do
acido HCI 5M durante o cultivo sob baixa agitacao.

As dificuldades operacionais relacionadas com estes trés experimentos
iniciais (perda da medida de oxigénio dissolvido durante o cultivo em dois
experimentos) e a complexidade inerente aos bioprocessos dificultam uma analise
mais profunda destes resultados. Por outro lado, estudos em paralelo realizados
por SOUZA et al., 2002, mostraram que a substitui¢do da caseina hidrolisada

enzimaticamente (CHE) por solu¢do de aminoacidos livres resultou em grande
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aumento na producdo de PGA. Dessa forma, os proximos experimentos foram
realizados com esta solugao.
Ressalta-se, que o controle de pH implementado no sistema supervisorio

apresentou um bom desempenho nos dois experimentos em que foi utilizado.

4.2 Resultados utilizando Solucao de Aminoacidos Livres

Foram realizados trés experimentos com a utilizacdo da solucao de
aminoacidos (10 g/L) como fonte de nitrogénio e com soro de queijo como fonte
de carbono. Pode-se verificar que esta troca provocou forte influéncia na producao

de PGA gerando um aumento significativo em sua concentragao.

4.2.1 Quarto Ensaio em Biorreator (Padrao/aa/20% OD)

Neste experimento realizou-se a troca da fonte de nitrogénio, o hidrolisado
de caseina foi substituido por solu¢do de aminoacidos livres.

Os resultados obtidos mostraram um aumento na produ¢ao de PGA. Com
este novo meio a producdo saltou de 95 UI/L (maxima produgdo obtida no
segundo ensaio) para 180 UI/L.

Este experimento teve o acompanhamento em tempo real de variaveis de
processo como pH, oxigé€nio dissolvido, fragdo molar do CO, e O, e agitagdo. O
ensaio teve duracdo de 42 horas com amostras retiradas a cada 2 horas (primeiras
16 horas), e a partir desse momento a cada 4 horas. Analisou-se a concentracao

celular (Cx), atividade enzimatica (A.E.) e concentracdo de lactose.
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As condigdes das variaveis de processo adotadas foram: temperatura
controlada em 30°C; controle de oxigénio dissolvido em 20% saturacdo durante
todo o cultivo; sem controle de pH; aeracdo de 2 NLPM/min e adi¢do do acido
fenil acético no inicio do cultivo.

A partir deste ensaio decidiu-se realizar em paralelo aos ensaios em
fermentador experimentos em shaker nas mesmas condi¢cdes. A atividade
enzimatica obtida no shaker em 20 e 43 horas foi na ordem de 121 UI/L e 150
UI/L respectivamente. Na Tabela A.4 (Apéndice A2) estdo os resultados obtidos
neste experimento.

Na Figura 4.4 estdo apresentados os graficos das varidveis como
concentragdo celular e atividade enzimadtica, pH, oxigénio dissolvido, fragdo
molar deCO, e agitacao.

Este experimento foi considerado como ensaio padrdo (pois ndo houve o
controle de pH e o oxigénio foi controlado em 20% de saturagdo durante todo o
cultivo) e serviu como base de comparagdo para os demais ensaios.

Como se pode verificar, Figura 4.4 - (a), a atividade enzimatica apresentou
alto valor, chegando a 180 UI/l em 20 horas de cultivo. Este resultado foi
considerado positivo pois anteriormente a maxima producdo obtida tinha sido
95 Ul/1 (segundo experimento).

A atividade enzimadtica seguiu as mesmas caracteristicas que nos ensaios
anteriores, tendo seu pico de maxima atividade entre 12 e 20 horas, logo em
seguida houve uma queda e por fim, manteve-se constante depois de 24 horas com

uma producao de 120 UI/L.
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Figura 4.4. Resultados do quarto ensaio em fermentador: (a)
concentragdo celular e atividade enzimatica obtida em analise de laboratério; (b)
valores do pH; (c) concentragcdo de COy; (d) Oxigénio dissolvido e (e) Agitacao,

obtidos pelo sistema de aquisi¢do de dados.

Neste experimento ndo houve o controle de pH. O oxigénio dissolvido
(Figura 4.4 - (c)) foi controlado em 20 % de saturacdo durante todo o cultivo,
como vinha sendo controlado nos ensaios anteriores. Pode-se notar que ha um

aumento da concentragdo de oxigénio no fim do cultivo, isto se deve pelo fato do
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controlador ndo conseguir manté-lo em 20%. Assim, pela Figura 4.4 - (f), a

agitacdo foi mantida constante em 250 rpm.

4.2.2 Quinto Ensaio em Biorreator (Controle de pH/aa/OD 20%)

Este quinto ensaio teve por objetivo verificar o efeito do controle do pH na
producao de PGA pelo Bacillus megaterium.

O controlador de pH foi ativado apos 8 horas do inicio da fermentagdo
(pH = 8,1 £ 0,1), atuando sob a bomba de adi¢ao de acido (controle liga-desliga).

A bomba do controlador funcionava 20 segundos adicionando HCI 5M e
ficava em repouso por 10 segundos. Caso esses 20 segundos ndo fossem
suficiente para o controle de pH, a bomba era novamente acionada com um tempo
de 30 segundos ligada e 10 segundos em repouso. Este controle apresentou
novamente um 6timo funcionamento e um perfil de pH como programado no
inicio do experimento, ou seja, foi controlado até o final do cultivo em (8,1 = 0,1).

As condigdes das varidveis de processo adotadas foram: temperatura
controlada em 30°C; controle de oxigénio dissolvido em 20% saturacdo durante
todo o cultivo; com controle de pH em (8,1 + 0,1).; aecracdo de 2 NLPM/min e
adi¢ao do acido fenil acético no inicio do cultivo;

Foi realizado novamente um ensaio em shaker paralelamente ao quinto
ensaio do fermentador utilizando-se 0s mesmos meios, inclusive o mesmo
indculo. Neste ensaio em shaker paralelo ao quinto experimento em biorreator
apresentou atividade enzimatica em 24 horas na ordem de 193 UI/L, enquanto que

em 36 horas a atividade enzimatica foi na ordem de 201 UI/L
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Na Tabela A.5 (Apéndice A2) estdo os resultados obtidos neste quinto
experimento em biorreator com controle de pH visando a producao de PGA por B.
megaterium.

Na Figura 4.5 estdo apresentados os graficos das variaveis, como
concentragdo celular (Cx) e atividade enzimatica (A.E.), que foram obtidos apds
analises quantitativas e perfil de pH, fragdo molar dos gases de saida, agitacdo e
oxigénio dissolvido obtidas pelo sistema de aquisi¢dao de dados.

Como se pode verificar na Figura 4.5 — (a) houve uma produ¢do maxima de
203 UI/L em 12 horas de cultivo e, como nos ensaios anteriores, houve uma
ligeira queda apds esta producao chegando ao final do cultivo em 44 horas com
uma A.E. muito baixa, ou seja, 36 UI/L.

O controle de pH iniciou-se com 8 horas de cultivo, e este foi controlado em
(8,1 0,1) até 36 horas. Apds 36 horas de cultivo o controlador foi novamente
programado para que o pH chegasse a um valor mais baixo que o programado no
inicio do experimento, isto ¢, para pH=7,5. Isto foi decidido para que pudéssemos
verificar como a producdo de PGA se comportaria num pH muito baixo.

Ap6s 40 horas de cultivo o pH da solugdo do fermentador foi novamente
alterado, agora para um valor mais baixo, ou seja, o pH da solucdo do fermentador
deveria permanecer em 7,0. (Figura 4.5 — (b))

Pelas atividades enzimaticas e concentracao celular realizada em laboratorio,
pode-se perceber que a produ¢do de PGA em pHs muito baixo € insatisfatéria e
que o crescimento celular € prejudicado levando a uma morte celular maior do que

nos ensaios realizados anteriormente.
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Figura 4.5 Resultados do quinto ensaio em fermentador: (a) concentracdo celular

e atividade enzimatica obtida em andlise de laboratdrio; (b) valores do pH; (c)

concentragdo de CO,; (d) Oxigénio dissolvido e (e) Agitacdo, obtidos pelo

sistema de aquisi¢cdo de dados.
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Neste experimento houve o controle de oxigénio dissolvido em 20%
saturacao durante todo do cultivo, seguindo as mesmas caracteristicas que nos
ensaios anteriores. Apds 26 horas de cultivo pode-se verificar pela Figura 4.5 — (¢)
que houve um aumento da concentragao de oxigénio, isto se deve (como descrito
anteriormente) a dificuldade do controlador conseguir manter dentro do reator
uma concentracao de 20 % de O.D.

Pela dificuldade de manter o O.D. em 20 % de saturacdo a agitagdao apds
26 horas estava quase parando, assim pela Figura 4.5 — (e) pode-se notar que a
agitacdo foi mantida constante até o final do cultivo em 250 rpm.

Neste experimento obteve-se uma producdo da enzima maior que nos
ensaios anteriores. Decidiu-se para o proximo experimento utilizar uma solucao
de soro de queijo ultrafiltrada. Foi decidido utilizar esta solucao (onde se
eliminava as proteinas presentes no soro) para verificar se haveria producao de
proteases induzidas pela presenca de proteinas do soro de queijo no meio

reacional.

4.2.3 Sexto Ensaio em Biorreator (Controle de pH/aa/Alimentacao

de a.a. (40 g/l) + soro de queijo ultrafiltrado)

Este ensaio teve as mesmas condigdes operacionais do anterior
diferenciando-se na utilizagdo de solu¢do de soro de queijo ultrafiltrado e
utilizagdo de solucdo de HCI 2,5 M para o controle de pH do meio reacional em

8,7x0,1.
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As condigoes das variaveis de processo adotadas foram: temperatura
controlada em 30°C; sem controle de O.D. por problemas no eletrodo; com
controle de pH em (8,7 = 0,1).; aecragdo de 2 NLPM/min; adi¢do do 4cido fenil
acético no inicio do cultivo; utilizagdo de soro de queijo ultrafiltrado; alimentacao
com uma solu¢ao de aminodacidos e outra com soro de queijo ultrafiltrado.

Este ensaio foi uma batelada alimentada onde foi adicionado ao meio de
producdo uma solucao de aminodcidos 10 g/l (800 ml)e uma solug¢ao de soro de
queijo ultrafiltrado 19,6 g/L (300 ml).

O pH deste ensaio foi controlado em (8,7 + 0,1) tendo em vista obter com
este controle uma maior produgdo se comparado com os resultados obtidos nos
ensaios anteriores. Este controle somente teve inicio em 18 horas de cultivo

Foi realizado um ensaio em shaker paralelamente ao ensaio do
fermentador. Pode-se verificar que tanto o ensaio em shaker (produ¢do de 90 UI/L
em 24 horas) quanto o ensaio em fermentador (producdo de 110 UI/L em 16
horas), tiveram uma maxima producdo de PGA muito similar, mas apresentando
uma producdo muito baixa se comparada com os experimentos 4 ¢ 5, onde a
maxima produg¢ao foi de 180 UI/L e 203 UI/L respectivamente.

Na Tabela A.6, apéndice A2, apresenta os resultados obtidos neste
experimento.

Na Figura 4.6 estdo apresentados os graficos das variaveis (concentracdo
celular (Cx) e atividade enzimatica (A.E.), que foram obtidos apos analises
quantitativas e perfil de pH, fragdo molar dos gases de saida, agitagdo) obtidas

pelo sistema de aquisi¢do de dados.
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Figura 4.6. Resultados do sexto ensaio em fermentador: (a) concentragdo celular
e atividade enzimatica obtida em andlise de laboratorio; (b) valores do pH; (c)

concentragdo de COy; (d) Agitagdo, obtidos pelo sistema de aquisi¢do de dados.

Por problemas no eletrodo de oxigénio dissolvido, ndo foi possivel
acompanhar esta variavel. Durante o cultivo, a velocidade de agitacdo foi
constantemente manipulada manualmente (seguindo perfil do experimento
anterior) com o objetivo de manter o oxigénio dissolvido em 20 %, conforme
ilustra a Figura 4.6 — (f). Foi preciso diminuir a agitacdo de 425 para 250 rpm
apés 1 hora do inicio do cultivo para que o oxigénio dissolvido caisse
rapidamente.

Como se pode verificar na Figura 4.6 — (a) houve uma produ¢do maxima de
110 UI/L em 16 horas de cultivo, apresentando apds esta hora o mesmo perfil de

atividade que nos ensaios de anteriores, chegando ao final do cultivo com uma
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producdo de 60 UI/L em 38 horas (apresentado um valor muito baixo se
comparado com o quarto ensaio).

O controle de pH iniciou-se apos 18 horas de cultivo, e este foi controlado
em (8,7 0,1) até o final do cultivo (Figura 4.6 — (b)). O controlador funcionou
muito bem e seu procedimento seguiu como no ensaio anterior.

Como neste ensaio foi utilizada uma solucido de soro ultrafiltrado, pode-se
verificar pela Figura 4.6 — (a) que a massa celular apresentou uma concentragao
menor que nos dois ultimos ensaios. Uma explicacdo para esse fato seja
justamente a falta de proteinas que foram tiradas quando o soro foi ultrafiltrado,
apresentando estas de alguma forma essenciais para o crescimento ¢ produgdo da
enzima.

Neste experimento verificou-se a importancia da solu¢do do soro de queijo,
pois quando ultrafiltrado sua produgdo foi bem menor do que quando se utilizou
uma solucdo padrao (experimentos 4 € 5).

Os cultivos realizados em biorreator com controle de pH nao levaram a
resultados conclusivos em relagao a influéncia da adigdo de acido no aumento ou
diminui¢do da concentra¢do de enzima. Estudos realizados por Gomes (2001), a
diferentes pHs em frascos agitados empregando B. megaterium nao produziram
resultados satisfatorios quanto a proposi¢do de um pH o6timo de cultivo. Os
experimentos realizados sem controle de pH foram os que obtiveram os melhores

resultados na produ¢do da enzima.
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4.3 Aplicacio da Logica Fuzzy no Processo de Producio de PGA.

Devido a complexidade do processo de producao de PGA, inerente a todos
0s processos biotecnologicos, buscou-se investigar a utilizacdo de ferramentas
baseadas na inteligéncia artificial, como a légica Fuzzy, com o objetivo de extrair

informacgdes sobre o processo a partir de variaveis mensuraveis em linha.

O presente trabalho buscou implementar sistema que identifica e avisa o
ponto (ou regido) onde ocorre a maxima produgao de PGA, e conseqiientemente o

momento de finalizar os cultivos.

No processo de producdo de PGA por B. megaterium verifica-se que ha um
ponto onde a fracdo molar de CO, atinge um méximo. Este momento encontra-se
defasado em relagdo ao tempo em que a concentragdo de enzima atinge seu

maximo valor (Figura 4.7). Este atraso pode variar de um experimento para outro.
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1 1 1 . 0
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Figura 4.7 Fracdo molar do didxido de carbono (Yco2) € producdo de PGA por

Bacillus megaterium.
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4.3.1 Resultado da Aplicacio da Légica Fuzzy: 1“Experimento

A Figura 4.8 apresenta o resultado da utilizagdo do algoritmo Fuzzy no

primeiro experimento.
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Figura 4.8 Identificacdo do ponto de parada do cultivo sinalizado pelo algoritmo
(linha tracejada) e a melhor regido de parada (regido cinza em destaque) para o

primeiro experimento.

O aparecimento de um “falso” pico de CO, apds 7 horas do cultivo fez com
o algoritmo sinalizasse o ponto de parada do cultivo em 8,27 horas (linha
tracejada no grafico). A regido cinza do grafico, representa o intervalo ideal para
finalizar o cultivo.

Analises realizadas em laboratorio determinaram a concentragdo maxima de
enzima em 16 horas (56 UI/L). O algoritmo Fuzzy foi enganado pelo falso “pico”

de CO, existente neste experimento.
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4.3.2 Resultado da Aplicacio da Logica Fuzzy: 2° Experimento

A Figura 4.9 apresenta o resultado da utilizagdo do algoritmo Fuzzy no

segundo experimento.
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Figura 4.9 Identificagdo do ponto de parada do cultivo sinalizado pelo algoritmo e

a melhor regido de parada para o segundo experimento.

O algoritmo Fuzzy sinalizou a parada do cultivo neste segundo experimento
em 16,30 horas. Experimentalmente a maxima produgdo de enzima foi alcancada
em 14 horas de cultivo (90 UI/L). A linha tracejada presente na Figura 4.9 indica
o ponto de parada do cultivo sinalizado pelo algoritmo. A regido cinza refere-se a
melhor regido para a parada do cultivo.

Diferentemente do primeiro experimento, neste a fracdo molar de CO, ndo
apresentou a formacao de dois picos de CO,, que havia levado a incorreta

sinalizagdo do ponto de maxima parada pelo algoritmo no primeiro experimento.
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O perfil do grau de pertinéncia “pare” e “nao pare” para este experimento
esta mostrado na Figura 4.10-A. O algoritmo entra em estado de protecdo em 3,6
horas, devido ao fato de C1 > 0,5, permanecendo em prote¢dao até 13,6 horas,
quando o grau de pertinéncia de “pare cultivo” atingiu 1,0. Neste ponto o
algoritmo entrou no nivel de agdo varias vezes (14,41 horas e 14,76 horas) até
chegar em 15,58 horas de cultivo. A partir deste ponto, o algoritmo passou a
analisar a derivada da fragdo molar de CO, (Figura 4.10-B); aguardou tempo de
recuperagao ¢ em 16,30 horas sinalizou a que naquele ponto era a maxima

producao de enzima.
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Figura 4.10. Segundo experimento (A) Perfil do grau de pertinéncia de “Pare

Cultivo” e “Nao Pare Cultivo”; (B) Variacdo da derivada da fracdo molar de CO;

(dvedt).

Neste experimento o algoritmo foi capaz de identificar satisfatoriamente o

momento de parada do cultivo.
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4.3.3 Resultado da Aplicaciio da Logica Fuzzy: 3 Experimento

A Figura 4.11 apresenta o resultado da utilizagdo do algoritmo Fuzzy para o

terceiro experimento.
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Figura 4.11. Identifica¢do do ponto de parada do cultivo sinalizado pelo algoritmo

e a melhor regido de parada para o terceiro experimento.

Para este experimento o algoritmo Fuzzy sinalizou a parada do cultivo em
20 horas (linha tracejada, Figura 4.11). Andlises realizadas em laboratorio
mostraram que a produ¢do maxima ocorreu em 14 horas de cultivo (70 UI/L).
Deste modo percebe-se que houve um grande intervalo entre a sinalizagdo do
algoritmo e a real maxima produ¢do de enzima.

Novamente ocorreu neste experimento a formagdo de dois picos de CO,,
similar ao primeiro experimento. Neste caso o tempo de recuperagao foi suficiente
para que o algoritmo voltasse ao nivel de aten¢do, mas a sinaliza¢do para a parada
do cultivo identificada pelo algoritmo, foi distante do ponto de maxima produgdo

de enzima quantificada em laboratorio. Neste caso, o surgimento do segundo
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“pico” na fracdo molar de CO; ¢ justificado pela alimentacdao de solucao de AFA
apo6s 10 horas do inicio do cultivo.

A Figura 4.12 apresenta o grau de pertinéncia de “pare” e “nao pare” cultivo
e o grafico da derivada da fracdo molar de CO, (dvcdt) até a regido onde o
algoritmo Fuzzy identificou o momento de parada do cultivo para este terceiro

experimento.
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Figura 4.12. Terceiro experimento (A) Perfil do grau de pertinéncia de “Pare

Cultivo” e “Nao Pare Cultivo”; (B) Derivada da fracdo molar de CO, (dvcdt).

O algoritmo Fuzzy entrou em estado de “prote¢do ligada” (linha vermelha
do grafico) em 8,84 horas permanecendo neste nivel até 14,5 horas, quando voltou
ao nivel de atencdo (Figura 4.12-A). No momento em que a derivada da fracdo
molar de CO;, tornou-se menor que —0,20, o algoritmo esperou o tempo de
recuperacdo de 1,20 horas para sinalizar a parada do cultivo. Como o nivel de CO,
ainda estava aumentando (derivada positiva) entdo o algoritmo ndo identificou o
ponto de mdxima producdo de enzima.

A sinalizacdo da parada do cultivo ocorreu em 20,07 horas, seis horas

depois de atingida a méxima atividade.
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4.3.4 Resultado da Aplicacio da Légica Fuzzy: 4 Experimento

A Figura 4.13 apresenta o resultado da utilizagdao do algoritmo Fuzzy para o

quarto experimento.
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Figura 4.13. Identifica¢do do ponto de parada do cultivo sinalizado pelo algoritmo

e a melhor regido de parada para o quarto experimento.

A Figura 4.13 mostra que o algoritmo Fuzzy identificou o0 momento para a
parada do cultivo em 12,9 horas de cultivo. Analises realizadas em laboratorios
mostraram que a maxima produ¢do de enzima deu-se em 16 horas de cultivo.
Neste experimento também houve uma pequena antecipagdo do algoritmo.

Analisando a Figura 4.13 pdde-se perceber que a produg¢ao em 12 horas era
na ordem de 143 UI/L, enquanto que em 16 horas era de 157 UI/L. Como o
algoritmo Fuzzy identificou um ponto entre 12 e 16 horas, € possivel dizer que se
ocorresse a parada do cultivo nesse intervalo, ndo haveria grandes perdas de

atividade.
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A Figura 4.14 apresenta o perfil do grau de pertinéncia para este

experimento ¢ também a derivada da fragao molar de CO,.
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Figura 4.14. Quarto experimento (A) Perfil do grau de pertinéncia de “Pare
Cultivo” e “Nao Pare Cultivo”; (B) Derivada da fracado molar de CO, (dvcdt).

A Figura 4.14-A apresenta como se desenvolveu o grau de pertinéncia do
algoritmo Fuzzy para a identificagdo do ponto de méxima producdo de enzima. A
curva vermelha refere-se a ndo parada do cultivo, enquanto que a curva preta,
seria para a finaliza¢do do cultivo. Quando o “Pare cultivo” atingiu um grau de
pertinéncia igual a 1,0, o tempo de recuperagao foi ativado (12,18 horas). Como o
nivel de liberacdo de CO, comegou a cair sensivelmente apds 12 horas, entdo
transcorrido o tempo de recuperagdo e a derivada da fragdo molar de CO, negativa
(Figura 4.14-B), entdo o algoritmo sinalizou a parada do cultivo em 12,9 horas.

O algoritmo Fuzzy antecipou em trés horas o momento de parada do cultivo

(comparando-se com o tempo em que ocorreu a maxima concentragdo da enzima).
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4.3.5 Resultado da Aplicacio da Légica Fuzzy: 5 Experimento

A Figura 4.15 apresenta o resultado da utilizagdo do algoritmo Fuzzy para o

quinto experimento.
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Figura 4.15 Identificagdo do ponto de parada do cultivo sinalizado pelo algoritmo

e a melhor regido de parada para o quinto experimento.

Neste experimento o algoritmo Fuzzy sinalizou a parada do cultivo em 12,91
horas. Analises de laboratério mostraram a concentracdo maxima de enzima
ocorreu em 12 horas (203 UI/L). O algoritmo indicou com boa precisdo o
momento de parada do cultivo (tempo pertencente a regido cinza na Figura 4.15).

A Figura 4.16 apresenta o perfil do grau de pertinéncia e a derivada da

fracdo molar de CO, deste quinto experimento.
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Figura 4.16. Quinto experimento (A) Perfil do grau de pertinéncia de “Pare

Cultivo” e “Nao Pare Cultivo”; (B) Derivada da fracdo molar de CO, (dvcdt).

Analisando a Figura 4.16-A foi possivel notar que o grau de pertinéncia
“pare cultivo” chegou ao valor de 1,0 em 6,1 horas. Como a derivada da fracdo
molar de CO, (Figura 4.16-B) era ainda positiva, entdo o algoritmo saiu do nivel
de acdo e voltou para o nivel de atencdo. Permaneceu neste nivel até 12,21 horas,
quando novamente entrou no nivel de a¢do aguardando apenas o tempo de
recuperagao para sinalizar a parada do cultivo. Como apo6s ter passado o tempo de
recuperagdo, a derivada da fracdo molar de CO, era negativa e menor que —0,20,

entdo o algoritmo sinalizou a parada do cultivo em 12,91 horas.

4.3.6 Resultado da Aplicacao da Logica Fuzzy: 6 Experimento

A Figura 4.17 apresenta o resultado da utiliza¢ao do algoritmo Fuzzy para o

sexto experimento
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Figura 4.17. Identifica¢do do ponto de parada do cultivo sinalizado pelo algoritmo

e a melhor regido de parada no sexto experimento.

Neste experimento o algoritmo sinalizou a parada do cultivo em 11,80
horas. As analises de laboratdrio quantificaram a maxima concentracdo de PGA
(ca 110 UI/L) em 16 horas. Sendo assim, verificou-se uma antecipa¢ao da
indicacao “pare cultivo” pelo algoritmo. A concentragdo da enzima em 12 horas
estava na ordem de 50 UI/L enquanto que em 16 horas esta foi de 110 UI/L. Uma
justificativa para este comportamento pode estar relacionado a composi¢ao do
meio de suplementacdo, a qual neste caso utilizou solugdo de soro de queijo
ultrafiltrada.

O algoritmo entrou em nivel de protecao em 6,58 horas permanecendo neste
até 11,05 horas, foi quando entrou em nivel de a¢do (Figura 4.18-A). Deste modo,
o algoritmo aguardou o tempo de recuperagdo, verificou se a derivada da fracao
molar de CO; era negativa (dvcdt) e maior que —0,20 (Figura 4.18-B), sinalizando

apos todo este processo o momento ideal para a parada do cultivo.
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Figura 4.18. Sexto experimento (A) Perfil do grau de pertinéncia de “Pare

Cultivo” e “Nao Pare Cultivo”; (B) Derivada da fracdo molar de CO; (dvcdt).

4.3.7 Resultado da Aplicaciio da Légica Fuzzy: 7 Experimento

A Figura 4.19 apresenta o resultado da utiliza¢do do algoritmo Fuzzy para o
sétimo experimento. Neste ensaio o algoritmo sinalizou o momento de parada do
cultivo em 12,51 horas. A méxima produ¢do da enzima ocorreu em 13 horas de
cultivo (175 UI/L aproximadamente). Pela Figura 4.19 verifica-se que a
sinalizagao do algoritmo Fuzzy (linha tracejada) esta dentro da regido onde melhor
seria para a parada do cultivo (regido cinza). O algoritmo indicou com boa

precisdo o momento de parada do cultivo.
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Figura 4.19. Identificagao do ponto de parada do cultivo sinalizado pelo algoritmo

e a melhor regido de parada no sétimo experimento.

Analisando a Figura 4.20-A ¢ possivel descrever que o algoritmo Fuzzy

entrou em nivel de prote¢do em 4,85 horas. O algoritmo permaneceu neste nivel

até 6,38 horas entrando em seguida no nivel de acdo. Novamente como acontecido

anteriormente, transcorrido o tempo de recuperacdo e o nivel de CO, ainda

apresentava derivada positiva, entdo o algoritmo voltou ao nivel de protegao.
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Figura 4.20. Sétimo experimento (A) Perfil do grau de pertinéncia de

Cultivo” e “Nao Pare Cultivo”; (B) Derivada da fragdo molar de CO, (dvcdt).
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O algoritmo ficou no nivel de prote¢ao até aproximadamente 11,5 horas, foi
quando o grau de pertinéncia de “pare cultivo” (curva preta da Figura 4.20-A)
chegou a 1,0. Estando no nivel de agdo, o algoritmo verificou se a dvcdt era
negativa (menor que -0.20) e aguardou o tempo de recuperagdo. Como o nivel de
CO, estava apresentando derivadas negativas, entdo o algoritmo identificou o

ponto de parada do cultivo em 12,51 horas.

4.3.8 Resultado da Aplicaciio da Légica Fuzzy: 8 Experimento

A Figura 4.21 apresenta o resultado da utilizagdo do algoritmo Fuzzy para o

oitavo experimento.
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Figura 4.21. Identifica¢do do ponto de parada do cultivo sinalizado pelo algoritmo

e a melhor regido de parada no oitavo experimento.

Neste experimento a maxima produ¢do de enzima deu-se em 16 horas de
cultivo (207 UI/L). O algoritmo Fuzzy identificou o ponto de maxima produgdo de

enzima em 14,20 horas de cultivo, com certa antecipacao.
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Figura 4.22. Oitavo experimento (A) Perfil do grau de pertinéncia de “Pare

Cultivo” e “Nao Pare Cultivo”; (B) Derivada da fragdo molar de CO, (dvcdt).

O algoritmo Fuzzy entrou em nivel de prote¢do (linha vermelha da Figura
4.22-A) em 4,19 horas até quando o grau de pertinéncia de “pare cultivo” (linha
preta) atingiu grau de pertinéncia 1,0 (5,78 horas). O algoritmo entrou no nivel de
acdo em varios momentos no desenvolvimento do experimento, mas em todos
voltou ao nivel de protecdo pelo fato de dvcdt ser ainda positiva. Finalmente
quando dvcdt era negativa (Figura 4.22-B) e passado o tempo de recuperagio, o

algoritmo sinalizou o momento para a parada do cultivo em 14,20 horas.

4.3.9 Resultado da Aplicacao da Logica Fuzzy: 9 Experimento

A Figura 4.23 apresenta o resultado da utiliza¢ao do algoritmo Fuzzy para o

nono experimento.
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Figura 4.23. Identifica¢do do ponto de parada do cultivo sinalizado pelo algoritmo

e a melhor regido de parada no nono experimento.

O perfil da fracdo molar de CO; para este nono experimento apresentou-se
diferente dos outros experimentos, ndo apresentando um nitido pico de CO,. Isto
se deve pelo fato deste experimento ser uma batelada alimentada. Sendo assim o
algoritmo Fuzzy identificou o ponto onde ocorreria a maxima producdo de enzima
em 20,43 horas de cultivo enquanto as andlises de laboratério mostraram a
maxima producdo de PGA em 16 horas (191 UI/L). Analisando o grafico da
Figura 4.23 ¢ possivel notar que em 21 horas de cultivo a producdo de enzima foi
de 175 UI/L. Sendo assim, a diferenca entre a produgdo identificada pelo
algoritmo e a real producdo quantificada em laboratério foi de 16 UI/L, ou seja,
este atraso do algoritmo ndo traria grandes problemas para a obten¢do da maxima
producdo de enzima.

A Figura 4.24 apresenta o perfil do grau de pertinéncia de “Pare” e “Nao

Pare” cultivo e da derivada da fragdo molar de CO; para o nono experimento.
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Figura 4.24. Nono experimento (A) Perfil do grau de pertinéncia de “Pare ” e

“Nao Pare” Cultivo; (B) Derivada da fragdo molar de CO; (dvcdt).

Analisando o desenvolvimento do algoritmo Fuzzy durante todo o cultivo,
nota-se que este entrou em nivel de prote¢do em 5,06 horas pelo fato de C1 > 0,5.
O grau de pertinéncia de “pare cultivo” somente atingiu o valor 1,0 em 19,72
horas (Figura 4.24-A), onde o algoritmo verificou se a derivada da fragdo molar
de CO; era negativa e aguardou o tempo de recuperagao, sinalizando que o ponto
de maxima producao de enzima seria em 20,43 horas.

A derivada da fragdo molar de CO; apresentou muitos ruidos apos 6 horas
de cultivo (Figura 4.24-B), isto se deve pelo fato que a fragdo molar de CO, ndo

ter apresentado um nitido pico de CO, como presente nos casos anteriores.

4.3.10 Resultado da Aplicacio da Légica Fuzzy: 10 Experimento

A Figura 4.25 apresenta o resultado da utilizagdao do algoritmo Fuzzy para o

décimo experimento.



Capitulo 4 — Resultados e Discussoes 96

150

lawrico pare cultivo 1552 horas

. o
[—= 4400 =
7 =
2 {150 E
8 Mehorregiio para -
B 4 parada do cubiro 4100 %
— B
e
150 o

1 1 1 I |:|

20 30 40 A0

Tempo (horas)

Figura 4.25. Identificagao do ponto de parada do cultivo sinalizado pelo algoritmo

e a melhor regido de parada no décimo experimento.

Como verificado nos experimentos 5, 7 € 8, o ponto de maxima producao de
enzima identificado pelo algoritmo neste experimento (linha tracejada da Figura
4.25) pertence a regido (regido destacada em cinza) otima para a finalizagdo do
cultivo. O algoritmo identificou o ponto de méxima concentragdo da enzima em
15,52 horas. Analises de laboratério mostraram que a maxima produgdo de
enzima deu-se em 16 horas (199 UI/L). Deste modo, novamente o algoritmo
apresentou-se eficiente na identificagdo do ponto para a parada do cultivo.

A Figura 4.26-A apresenta como se comportou o grau de pertinéncia de

“pare” e “ndo pare” durante todo o décimo experimento.
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Figura 4.26. Décimo experimento (A) Perfil do grau de pertinéncia de “Pare” e

“Nao Pare” Cultivo; (B) Derivada da fragdo molar de CO, (dvcedt).

O algoritmo Fuzzy entrou em estado de protegdo em 4,53 horas
permanecendo neste nivel até 6,33 horas onde o algoritmo entrou em nivel de
acao (Figura 4.26-A). Quando o cultivo chegou em 7,48 horas o algoritmo voltou
ao nivel de protecdo. Até o final do cultivo este entrou novamente em nivel de
acdo varias vezes devido a derivada da fracdo molar de CO, ter ultrapassado
varias vezes o valor de —0,20 (Figura 4.26-B). Quando chegou em 12,6 horas de
cultivo, o algoritmo entrou por final no nivel de acdao, permanecendo neste até o

final do cultivo em 15,51 horas, quando sinalizou a parada do cultivo.

4.3.11 Resultado da Aplicacio da Légica Fuzzy: 11" Experimento

A Figura 4.27 apresenta o resultado da utilizagdao do algoritmo Fuzzy para o

décimo primeiro experimento.



Capitulo 4 — Resultados e Discussoes 98

40 4

: lgwrico pare cubivo 1543 horas

'/ q200

35
30
2,5

2

FCO, (%)

20

104

I f e

| : a parada do cultive
0 g T + T g T g T g 0
i 10 a0 30 40 1]

b Atividade Ersimitiea (UIL)

Melhor regiio para

Tempo (horas)

Figura 4.27. Identifica¢do do ponto de parada do cultivo sinalizado pelo algoritmo

e a melhor regido de parada no décimo primeiro experimento.

Pela Figura 4.27 percebe-se que o perfil da fragdo molar de CO, para este
décimo primeiro experimento diferenciou-se dos demais, chegando a um valor de
CO; alto. Apesar do alto nivel de CO,, para este experimento a atividade
enzimdtica foi baixa se comparado com os demais experimentos. A maxima
produgdo de enzima neste décimo primeiro experimento foi de 98UI/L em 12
horas de cultivo, enquanto que o algoritmo sinalizou que a maxima produgao seria
em 15,43 horas, ou seja, houve um atraso do algoritmo referente a real maxima
produ¢do de PGA quantificada pelas andlises em laboratdrio através das amostras
retiradas do biorreator periodicamente.

O algoritmo Fuzzy entrou em nivel de acdo para este décimo experimento
em 4,77 horas permanecendo neste até 8,15 quando o nivel de acdo (que seria para
sinalizar a parada do cultivo) foi ativado, mas voltou logo em seguida (8,28 horas)
ao nivel de protecdo. A partir de 11,78 horas de cultivo, o grau de pertinéncia

“para cultivo” atingiu varias vezes o valor 1,0 (Figura 4.28-A). Quando o
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algoritmo chegou em 14,66 horas de cultivo (nivel de agdo ativado), o algoritmo
novamente analisou se a fragdo molar de CO, tinha comegado a cair (dvcdt
negativa) (Figura 4.28-B).

Como a derivada da fragdo molar de CO; era realmente negativa e maior
que —0,20, esperou o tempo de recuperagao (trec=1,20 h) e por final sinalizou o
ponto de maxima produgao de enzima (o ponto onde se deveria finalizar o cultivo)

em 15,43 horas.
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Figura 4.28. Décimo primeiro experimento (A) Perfil do grau de pertinéncia de

“Pare” e “Nao Pare” Cultivo; (B) Derivada da fracdo molar de CO; (dvcdt).

Neste experimento, o algoritmo Fuzzy sinalizou a maxima produgdo de

enzima novamente com um atraso, similar aos experimentos 2, 3 e 9.

4.3.12 Resultado da Aplicaciio da Légica Fuzzy: 12" Experimento

A Figura 4.29 apresenta o resultado da utilizacdo do algoritmo fizzy para o
décimo segundo experimento.
Para este experimento o algoritmo funcionou com uma boa precisao o ponto

de méaxima produgdo de enzima.
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Figura 4.29. Identifica¢do do ponto de parada do cultivo sinalizado pelo algoritmo

e a melhor regido de parada no décimo segundo experimento.

O algoritmo sinalizou o ponto de maxima produgcdo em 19,2 horas de
cultivo (linha tracejada). A partir das amostras retiradas do biorreator com um
intervalo de 2 e 4 horas, foi possivel verificar que a maxima produ¢do de PGA
deu-se em 20 horas (239 UI/L), ou seja, um tempo muito préximo daquele
identificado pelo algoritmo.

A Figura 4.30-A apresenta o grau de pertinéncia de “pare” e “ndo pare”
cultivo deste décimo segundo experimento enquanto que a Figura 4.29-B
apresenta a derivada da fracdo molar de CO,.

Durante todo o experimento o algoritmo Fuzzy entrou em diferentes niveis
de atuagdo. O algoritmo entrou no nivel de protecdo em 8,03 horas permanecendo
neste nivel até 18,51 horas, quando o grau de pertinéncia de “pare cultivo” atingiu

valor 1,0.(Figura 4.30-A)
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Neste tempo a derivada da fragdo molar de CO; era negativa e menor a
—0,20.(Figura 4.30-B) Assim, o algoritmo aguardou o tempo de recuperagdo e

sinalizou o ponto de maxima producao de enzima em 19,20 horas.
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Figura 4.30. Décimo segundo experimento (A) Perfil do grau de pertinéncia de

“Pare” e “Nao Pare” Cultivo; (B) Derivada da fracao molar de CO, (dvcdt).

Neste experimento o algoritmo Fuzzy comportou-se eficientemente

identificando com boa precisdo a méaxima produgdo de enzima.

4.3.13 Resultado da Aplicaciio da Légica Fuzzy: 13’ Experimento

A Figura 4.31 apresenta o resultado da utiliza¢do do algoritmo Fuzzy para o
décimo terceiro experimento. Neste ensaio o algoritmo sinalizou o momento de
parada do cultivo muito proximo da maxima producdo de enzima quantificada em
laboratdrio. Pela Figura 4.31 verifica-se que a sinalizagdo do algoritmo Fuzzy
(linha tracejada) esta dentro da regido onde melhor seria para a parada do cultivo

(regido cinza).
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Figura 4.31. Identificagdo do ponto de parada do cultivo sinalizado pelo

algoritmo e a melhor regido de parada no décimo terceiro experimento.

A maxima concentra¢do de enzima quantificada em laboratorio a partir das
amostras retiradas com intervalor de 2 horas identificou uma méaxima produgao de
PGA em 14 horas. O algoritmo Fuzzy identificou um momento onde se deveria
parar o cultivo em 14,25 horas. Deste modo percebe-se que para este décimo
terceiro experimento o algoritmo apresentou eficiente e consistente na
identificacdo do momento da parada do cultivo.

A Figura 4.32 apresenta o perfil do grau de pertinéncia de “Pare” e “Nao
Pare” cultivo e da derivada da fracdo molar de CO;, para o décimo terceiro
experimento. O algoritmo Fuzzy neste décimo terceiro experimento entrou em
estado de protecdo em 4,83 horas permanecendo neste nivel até 6,12 horas. Logo
em seguida o algoritmo entrou no nivel de acdo aguardando o tempo de
recuperagdo (trec = 1,20 horas). Como a derivada da fragdo molar de CO, (dvcdt)

ainda era positiva, o algoritmo voltou ao nivel de protecdo em 7,23 horas.
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Figura 4.32. Décimo terceiro experimento (A) Perfil do grau de pertinéncia de

“Pare” e “Nao Pare” Cultivo; (B) Derivada da fracao molar de CO, (dvcdt).

Quando o grau de pertinéncia “pare cultivo” atingiu valor igual a 1,0, o nivel de
acdo foi ativado (13,38 horas). Deste modo, aguardou o tempo de recuperagao e
verificou novamente se dvcdt era negativa, sinalizando assim o “pare cultivo” em

14,25 horas.

4.3.14 Resultado da Aplicaciio da Légica Fuzzy: 14 Experimento

Realizou-se experimento em condi¢des padrdes para avaliar o algoritmo
Fuzzy em tempo real, inserindo-o como biblioteca dindmica na plataforma
computacional desenvolvida em Visual Basic (Gomes, 2001). Este sistema
permitia a troca de dados entre o computador onde o algoritmo estava
implementado e o Sistema Supervisorio, onde este Gltimo enviava as informagdes
das variaveis de processo a cada 2 segundos (tempo, fragdo molar de CO, e
velocidade de agitacdo). A Figura 4.33 apresenta o resultado da utilizagdo do

algoritmo Fuzzy para este experimento. Neste ensaio o algoritmo Fuzzy sinalizou
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o momento de parada do cultivo 23.25 horas, enquanto que a méxima produgao de
enzima quantificada em laboratério a partir das amostras retiradas do biorreator

deu-se em 20 horas, com uma produgado de 177 UI/L.
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Figura 4.33. Identificagdo do ponto de parada do cultivo sinalizado pelo

algoritmo e a melhor regido de parada no décimo quarto experimento.

No momento em que o algoritmo Fuzzy identificou o ponto ideal de maxima
produgdo de enzima, foi retirada uma amostra do biorreator (a partir deste ponto
amostras foram retiradas em intervalos de trinta minutos até o final do cultivo).
Constatou-se que a producdo de enzima presente nessa amostra era de 143 UI/L.
Deste modo, entre o ponto de maxima concentragdo de enzima (177 UI/L em 20
horas) e o tempo indicado para finalizagdo do cultivo pelo algoritmo Fuzzy (143
UI/L em 23,25 horas) houve uma diferenga na atividade enzimadtica de
aproximadamente 34 UI/L. Devido as condi¢des do cultivo — que apresentou um
atraso em relagdo aos demais realizados em batelada — pode-se concluir que o

algoritmo teve um desempenho satisfatorio.
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A Figura 4.34 apresenta o perfil do grau de pertinéncia de “Pare” e “Nao
Pare” cultivo e da derivada da fracdo molar de CO, para este experimento. O
algoritmo Fuzzy entrou em estado de protecdo em 12,16 horas permanecendo
neste nivel até 22,33 horas, quando o algoritmo entrou no nivel de a¢do. Como a
derivada da fracdo molar de CO; (dvcdt) era negativa, o algoritmo sinalizou a

parada do cultivo em 23,25 horas.
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Figura 4.34. Décimo quarto experimento (A) Perfil do grau de pertinéncia de

“Pare Cultivo” ¢ “Nao Pare Cultivo”; (B) Derivada da fragdo molar de CO,

(dvcdt).

Este ultimo experimento foi importante para a avaliar o algoritmo Fuzzy em
tempo real no sistema de aquisi¢do de dados, o qual apresentou-se robusto e
eficiente. O algoritmo identificou o momento onde ocorreria a maxima
concentragdo de enzima, mesmo que esta identificagdo tenha ocorrido com um
atraso de cerca de 3 horas.

As telas do programa Visual Basic onde a rotina Fuzzy foi implementada estao
ilustradas no Apéndice A3. Neste anexo estd presente a simulagdo da
concentragdo celular e também o momento em que o algoritmo Fuzzy identificou

o momento onde deveria “parar o cultivo”.
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4.4 Desenvolvimento de Regras Fuzzy: Pacote Fuzzy do Programa MatLab

Utilizou-se o pacote Fuzzy do programa MatLab para realizar um estudo
preliminar empregando 16gica Fuzzy. Através desta ferramenta € possivel propor e
visualizar as func¢des de pertinéncia propostas para entrada e saida do
atuador/controlador Fuzzy. As regras Fuzzy propostas encontram-se na Tabela 4.1.

A partir da analise das variaveis de todos experimentos realizados (banco de
dados disponivel) foi possivel identificar como mais importantes as seguintes
variaveis: tempo de cultivo, a fragdo molar de CO, (YCO,) e sua derivada em
relagdo ao tempo.

Para a variavel tempo, foi proposta uma divisdo nas seguintes variaveis
lingiiisticas: tempo cedo (TC), tempo o6timo (TO) e tempo tarde (TT); a fracao
molar de CO; foi divida em: YCO; baixo (CB), YCO; médio (CM) e YCO; alto
(CA); a derivada em relagdo ao tempo (DYCO,;) foi dividida em apenas duas
variaveis: DYCO, negativa (DCN) e DYCO, zero ou positiva (DCZP). Por fim, o
grau de certeza para a parada do cultivo foi dividido em: ndo pare cultivo (NP),

atencdo (AT) e pare cultivo (P).



Capitulo 4 — Resultados e Discussoes

107

Tabela 4.1. Regras Fuzzy implementadas no pacote Fuzzy do programa

MATLAB.
Regras | TEMPO YCO; DYCO, ACAO
SE ENTAO

1. TC CB DCN NP

2. TC CM DCZP NP

3. TC CA DCZP NP

4. TC CA DCN AT

5. TO CA DCZP NP

6. TO CM DCZP AT

7. TO CM DCN P

8. TO CA DCZP AT

9. TO CA DCN P

10. TT CB DCZP NP

11. TT CA DCZP NP

12. TT CM DCZp NP

13. TO CB DCN AT
TC=Cedo; TO=Otimo; TT=Tarde; CB=Baixo; CM=Médio; CA=Alto;
DCN=Negativa; DCZP=Zero Positiva, NP=Nao Pare; AT=Atengdo e

P=Pare Cultivo.

A andlise de todos os experimentos realizados permitiu propor intervalo de

tempo otimo para producdo de enzima entre 11,5 horas até 25 horas, pois todos os

pontos de méaxima concentracdo de enzima obtidos se encontraram dentro deste

intervalo. O valor da fragdo molar de CO, dos tempos em que a concentragdo de

enzima atingiu seu maximo valor variou amplamente nos experimentos

analisados. Assim, adotou-se como valor 6timo para fragdo molar de CO, a média

aritmética de todos os valores correspondentes a maxima atividade enzimatica dos




Capitulo 4 — Resultados e Discussoes 108

experimentos. Como ultimo critério para a parada do cultivo foi quando o valor de
DYCO, fosse menor que 0,2.
A figura 3.35 apresenta a seqiiéncia da fuzzyfica¢do e defuzzyfica¢do do

algoritmo desenvolvido no programa MatLab.

tempo (TC, TO,TT), Inferéncia fuzzy Agdo (NP, AT, D)
Yeo? (CB.CMCA), Pl (Varidveis linguisticas)
DYeo2/dt (DCHN, DCZP)

A
Nivel Linguistico
"Fuzzyficagio" "Defuzzyi@
Hivel técnico
h 4
tempo, Yeo2, DYco2/dt | Cultivo. R L +— G:::d:edzeﬁzz;
(Variaveis reais) (Bioprocesso) ? (Varigvel Real)

Figura 4.35. Fuzzyficagdo e Defuzzyficacdo do algoritmo Fuzzy (MatLab,
Mathworks, v. 5.2).

Nos cultivos utilizando o microrganismo B. megaterium destacam-se as
seguintes variaveis reais: tempo, fracdo molar de CO; (Ycoy) e a derivada da
fragdo molar de CO,(DYco,) em relagdo ao tempo. Através da fuzzyficagdo destas
variaveis reais (nivel técnico — nivel lingiiistico), obtém-se as varidveis
lingiiisticas descritas como na Tabela 4.1. Apds essa etapa, ocorre a inferéncia
Fuzzy e finalmente a defuzzyficagao (item 2.8.2) das variaveis lingiiisticas,
chegando ao final com a variavel real “Grau de certeza — parada do cultivo”, onde

esta mostra através de porcentagem o momento ideal para a parada do cultivo.
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As Figuras 4.36¢ 4.37 apresentam as fungdes de pertinéncia (entrada e saida,

respectivamente) do segundo algoritmo Fuzzy.
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Figura 4.36. Variaveis de entrada do algoritmo Fuzzy. (A) Variavel tempo
dividido em tempo cedo, tempo 6timo e tempo tarde;(B) Fragdo molar de CO,
(Yco2) dividida em Yoz baixo, Yco2 médio e Yo, alto; (C) Derivada da fragao

molar de CO; (DY co2) dividida em DY oz negativa ou DY o2 zero ou positiva

(ZP).
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Figura 4.37. Variavel de saida do algoritmo Fuzzy (Grau de certeza da parada

do cultivo dividida em ndo para, atengdo e pare cultivo).

As Tabelas 4.2 ¢ 4.3 representam respectivamente os parametros, tipos de
fungdes e os intervalor utilizados nas variaveis de entrada e de saida do algoritmo

Fuzzy desenvolvido no programa MatLab.

Tabela 4.2 Parametros, tipo de funcdo e intervalo das variaveis de entrada do

algoritmo Fuzzy (MatLab, Mathworks v. 5.2).

Variaveis de Parametros Tipo de Intervalo
entrada funcao
Tempo cedo -20,0 0,0 18,0 Triangular [0,40]
Tempo 6timo 11,5 21,0 24,0 Triangular [0,40]
Tempo tarde 20,0 40,0 60,0 Triangular [0,40]
Yco; baixo -1,0 0,0 1,0 Triangular [0,4]
Yco, médio 0,8 1,4 2,5 Triangular [0,4]
Yco, alto 2,0 4.0 6,0 Triangular [0,4]
Dyco, -0,6 -0,1 0,2 0,7 Trapezoidal [0,1]
negativa
DYco; zeroou | 0,25 0,7 1,1 1,9 Trapezoidal [0,1]
positiva
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Tabela 4.3 Parametros, tipo de fun¢do e intervalo das varidveis de saida do

algoritmo Fuzzy (MatLab).

Variaveis de Parametros Tipo de Intervalo
saida funcao
Acao—Nao | 49 20,5 58,0 | Triangular | [0,100]
pare cultivo
Acdo — 20,0 50,0 80,0 Triangular [0,100]
Atencao
Acao — Pare 51,0 100,0 150,0 Triangular [0,100]
cultivo

As Figuras 4.38 4.39 e 4.40 apresentam as superficies tridimensionais

geradas a partir das regras inseridas no algoritmo Fuzzy.

TEMPC oo

Figura 4.38. Ilustracdo tridimensional do grau de certeza de parada do cultivo

tendo como variaveis: tempo, Ycoz € grau de certeza na parada.
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3 g7 [slelsv]

Figura 4.39. Ilustracdo tridimensional do grau de certeza de parada do cultivo
tendo como varidveis: tempo, derivada da fracdo molar de DYCO, e grau de

certeza de parada.

05 a1 DCO2

co2

Figura 4.40. Ilustracdo tridimensional do grau de certeza de parada do cultivo
tendo como varidveis: YCO,, derivada da fracdo molar de DYCO; e grau de

certeza na parada.

A Figura 4.38 apresenta um maior grau de certeza para a parada do cultivo

entre 12 e 24 horas, isto porque analisando todos os experimentos realizados foi
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possivel perceber que a maxima producao de PGA ocorre neste intervalo. Este
intervalo foi denominado de “tempo 6timo” nas regras Fuzzy descritas na Tabela
4.1. Percebe-se também que em “tempo tarde”, depois de 25 horas, o grau de
certeza ¢ muito pequeno, pois nas regras Fuzzy foi descartado que depois de 25
horas haveria um ponto de maxima producgao de enzima.

A Figura 4.39 apresenta que o maior grau de certeza foi dado quando a
derivada da fracdo molar de CO, ¢ menor que 0.20 (o que ¢ correto devido ao
ultimo critério de parada do cultivo como descrito anteriormente) e também, o
tempo esta no intervalo de “tempo 6timo” (12 a 24 horas). Estas regras Fuzzy
mostraram-se eficientes, gerando bons resultados na determinacdo do grau de

certeza da varidvel pare cultivo cujos resultados sao apresentados no item 4.4.1.

4.4.1 Resultados Utilizando as Regras Implementadas no Pacote Fuzzy do

Programa MATLAB

As Figuras 4.41 a 4.49 apresentam a comparacdo do grau de certeza
fornecido pelo algoritmo Fuzzy desenvolvido no programa MatLab (linha
continua) e a atividade enzimatica (linha com pontos experimentais), nos
experimentos realizados em biorreatores. Percebeu-se para a maioria dos
experimentos onde o algoritmo Fuzzy foi testado, que este algoritmo apresentou-
se eficiente e consistente na resposta fornecida. Este algoritmo indicou um alto
grau de certeza para a parada do cultivo muito proximo da maxima producao de

enzima quantificada através das analises em laboratorio.
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Figura 4.41. Grau de certeza para a parada do cultivo e atividade enzimatica no

primeiro experimento.
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Figura 4.42. Grau de certeza para a parada do cultivo e atividade enzimatica do

segundo experimento.
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Figura 4.43. Grau de certeza para a parada do cultivo e atividade enzimatica do

quarto experimento.
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Figura 4.44. Grau de certeza para a parada do cultivo e atividade enzimatica do

quinto experimento.
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Figura 4.45. Grau de certeza para a parada do cultivo utilizando e atividade

enzimatica do sétimo experimento.
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Figura 4.46. Grau de certeza para a parada do cultivo e atividade enzimatica do

oitavo experimento.
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Figura 4.47. Grau de certeza para a parada do cultivo e atividade enzimatica do

décimo experimento.
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Figura 4.48. Grau de certeza para a parada do cultivo e atividade enzimatica do

décimo segundo experimento.
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Figura 4.49. Grau de certeza para a parada do cultivo e atividade enzimatica do

décimo terceiro experimento.
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Figura 4.50. Grau de certeza para a parada do cultivo e atividade enzimatica do

décimo quarto experimento.
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A Tabela 4.4 apresenta o resultado comparativo entre o algoritmo Fuzzy
proposto no item 4.3 ¢ o implementado no pacote Fuzzy do programa MATLAB.
O algoritmo Fuzzy implementado em Fortran fornece apenas um ponto (um
determinado tempo) onde a concentragdo de enzima atinge seu maximo, enquanto
o algoritmo Fuzzy desenvolvido no MatLab fornece uma porcentagem de certeza
para a parada do cultivo. Esta porcentagem varia entre 0 a 100 %.

Deste modo, pode-se verificar que o segundo algoritmo Fuzzy apresentou-se
mais eficiente e consistente na resposta (alto grau de certeza muito proéximo da
maxima producdo de enzima quantificada em laboratorio) que o primeiro
algoritmo (Fortran).

Observando a Tabela 4.4, notou-se um melhor desempenho do segundo
algoritmo Fuzzy elaborado. Este fato pode ser melhor visualizado na Figura 4.51.
Esta Figura ilustra o tempo ideal para a parada do cultivo (regido amarela em
destaque) e também o momento em que cada algoritmo (FORTRAN - linha
tracejada e MATLAB — linha continua) indicou a ponto onde haveria a maxima
concentragdo de enzima (PGA). Percebe-se que a regido ideal para a parada do
cultivo varia de cultivo para outro, ndo apresentando um uma linearidade no

tempo onde ha a maxima concentracao de enzima (PGA).
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Tabela 4.4. Anélise comparativa dos algoritmos Fuzzy implementados.

Experimentos | Regido ideal | Tempo indicado pelo | Tempo indicado pelo
para parada primeiro algoritmo segundo algoritmo
do cultivo Fuzzy (FORTRAN) Fuzzy (MATLAB)
(horas) (horas) (horas)

1° 14,0 - 16,0 8,3 16,0

(81% certeza)
2° 13,0-15,0 16,3 18,0

(79% certeza)
3° 13,0 - 15,0 20,0 12,5

(77% certeza)
4° 14,5 -16,5 12,9 14,5

(79% certeza)
5° 11,0-13,0 12,9 13,0

(77% certeza)
6’ 14,0 - 16,0 11,8 *
7° 11,0-13,0 12,5 13,0

(76% certeza)
8° 14,0 - 16,0 14,2 15,5

(80% certeza)
9° 15,0—-17,0 20,4 *
10° 15,5-16,3 15,5 14,5

(78% certeza)
11° 11,0-13,0 15,2 *
12° 19,0 -21,0 19,2 17,5

(80% certeza)
13° 13,0 - 15,0 14,25 14,0

(78% certeza)
14° 19,0-21,0 23,76 21,0

(84% certeza)

(* = constante 50 %)
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graficamente
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5. Conclusoes

Dos resultados apresentados conclui-se:

e Nao foi possivel estabelecer um perfil 6timo de pH para o cultivo
do microrganismo com vistas a produ¢ao de PGA, mas com base nos
resultados obtidos nos experimentos em biorreator percebeu-se que ha uma
producao de enzima (PGA) maior quando nao ha o controle de pH.

e Algoritmo Fuzzy desenvolvido em linguagem FORTRAN
apresentou-se eficiente identificando com boa precisdo o momento de parada
do cultivo (regido onde a enzima atinge seu maximo) para a maioria dos
experimentos realizados.

e Algoritmo Fuzzy implementado no MATLAB utilizando o
conjunto de regras disponiveis no Pacote Fuzzy foi robusto e eficiente
identificando a parada dos experimentos, conforme apresentado nas Figuras

4.41 a 4.50, com alto grau de certeza (mais de 75%) em todos os cultivos.
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6. Sugestoes

e Realizar experimentos em biorreator de bancada para a producdo de PGA
por B. megaterium com controle de pH desde o inicio da fermentagdo. O
ponto de adicdo de 4cido e/ou base deverd estar bem préximo ao

impelidor, de forma a ocorrer répida dilui¢dao das solugdes.

e Implementar no algoritmo Fuzzy desenvolvido em linguagem Fortran a
variavel agitagdo, sendo outra variavel importante, junto com a fragdo
molar de CO; e sua derivada, na identificacao da concentragdo maxima de

enzima.

e Melhorar as regras desenvolvidas no pacote Fuzzy do programa MatLab para
que o grau de certeza apresentado seja maior € mais proximo possivel do

momento em que a concentragao de enzima atinja seu maximo.

e Implementar o algoritmo desenvolvido no pacote Fuzzy do programa
MatLab em linguagem Fortran e adiciona-lo ao programa desenvolvido em

Visual Basic.

e Adotar como pratica a realizacdo de medidas (Atividades Enzimaticas,
Concentragdo celular) em duplicata e/ou triplicata, visando o célculo do

erro e da variancia.
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Apéndice Al: Valores experimentais obtidos em cultivos do microrganismo
B. megaterium. Experimentos utilizando caseina hidrolisada

enzimaticamente.
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A Tabela A.1 mostra os resultados obtidos das analises de concentragao

celular (Cx), atividade enzimatica (A.E.), concentracao de lactose e Lowry na

producao de PGA no primeiro ensaio em biorreator.

Tabela A.1. Valores de pH, concentragdo celular (Cx), atividade enzimatica
(A.E.), concentragdo de proteinas e lactose na producdo de PGA por B.
megaterium. 1° experimento em biorreator.
Ensaio| Tempo pH | Cx | A.E. |Lowry Bradford | Lactose
(horas) @L) | (UIL) |(g/L) (g/L) (g/L)
1 Pré-inoculo | nd 7,2 nd nd nd nd
In6culo nd 6,3 nd 32,3 0,5 6,0
0 7,7 | 0,3 nd 45,1 0,9 13,9
2 7,8 | 1,0 nd 45,6 0,9 13,7
4 79 | 1,7 nd 44,5 1,0 13,3
6 7,8 | 3.5 nd 42,1 1,0 13,7
8 8,1 | 5.8 30 41,2 1,0 13,7
10 82 | 6,5 48 37,7 1,0 13,8
12 83 | 7.7 47 35,3 1,0 13,7
16 8,6 | 7,8 56 31,5 1,1 13,1
20 89 | 7.3 41 29,5 1,0 12,5
24 89 | 6,8 57 29,7 1,0 12,2
28 89 | 64 48 29,7 1,1 11,7
36 9,0 | 6,7 57 29,4 1,1 11,8
48 9,1 | 52 43 27,9 1,1 11,8
52 9,1 | 51 49 27,7 1,1 11,6

(nd = nao determinado)
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A Tabela A.2 mostra os resultados obtidos das andlises de concentragao
celular (Cx), atividade enzimdtica (A.E.), concentracio de Lowry e lactose na

produgdo de PGA no segundo ensaio em biorreator.

Tabela A.2: Valores de pH, concentracdo celular (Cx), atividade
enzimatica (A.E.), concentracdo de proteinas e lactose na producdo de
PGA por B. megaterium. 2° experimento em biorreator.

Ensaio Tempo pH Cx A.E. | Lowry | Lactose

(horas) (g/L) (UI/L) ®L) ®L)

2 Pré-ino6culo| nd 6,8 nd nd nd

Ino6culo nd 6,5 nd 33,7 6,1

0 7,8 0,6 nd 47,5 14,9

2 7,9 1,0 nd 47,6 14,6

4 8,0 1,6 nd 46,9 14,4

6 8,0 2,3 nd 47,1 14,3

8 8,1 3.3 56 47,4 14,4

10 8,1 4,8 73 43,8 13,6

14 8,1 6,8 95 42,4 13,4

16 8,1 7,2 62 39,5 13,6

20 8,1 8,2 60 37,7 13,6

24 8,1 8,8 46 31,6 13,6

28 8,1 8,3 50 29,1 13,5

32 8,1 8,3 42 29,4 13,3

36 7,5 8,1 31 28,7 13,5

43 7,5 7,9 33 28,6 13,2

48 7,6 7,1 33 28,1 13,4

(nd = ndo determinado)
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A Tabela A.3 apresenta os resultados obtidos neste terceiro experimento,
como concentragdo celular (Cx), atividade enzimatica (A.E.) e concentragcdo de

proteinas e lactose presentes nas amostras retiradas periodicamente do biorreator.

Tabela A.3 Valores de pH, concentragdo celular (Cx), atividade enzimatica
(A.E.), concentracdo de proteinas e lactose na producdo de PGA por B.

megaterium. 3° experimento em biorreator

Ensaio Tempo pH Cx A.E. Lowry | Lactose
(horas) @L) | W) | @ | @
3 Pré- nd 5.9 nd 293 nd
Inoculo
Inoculo nd 6,4 nd 25,8 7,4
0 7,4 0,5 nd 45,7 15,8
2 7,6 1,0 nd 45,5 15,8
4 7,7 1,0 23 46,4 15,9
6 7,7 2,0 38 46,2 15,9
8 7,8 3,2 36 45,7 15,5
10 7,8 4,5 45 45,0 15,9
12 8,1 6,2 68 42,5 15,8
14 8,1 7,1 70 37,4 15,5
16 8,1 8,2 49 34,8 15,5
19 8,1 9,0 51 30,2 14,3
22 8,1 8,6 48 26,6 13,7
27 8,1 8,2 56 26,3 13,3
42 8,3 8,1 45 19,6 13,4

(nd = ndo determinado)
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Apéndice A2: Valores experimentais obtidos em cultivos do microrganismo

B. megaterium. Experimentos utilizando solu¢io de aminoacidos livres.
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Na tabela A.4 estdo os resultados obtidos neste quarto experimento. Nesta
tabela contém os valores da concentracdo celular (Cx), atividade enzimatica

(A.E.) e concentracdo de lactose quantificadas em andlise de laboratorio.

Tabela A.4: Valores de pH, concentragdo celular (Cx), atividade
enzimdtica (A.E.), concentracdo de proteinas e lactose na
producdo de PGA por B. megaterium. 4° experimento em
biorreator.
Ensaio Tempo pH Cx A.E. Lactose
(horas) (g/L)
(g/L) | (UI/L)
4 Pré-inoculo nd 5,5 nd 5,4
Inoculo nd nd nd 5,0
0 7,8 0,3 nd 15,1
2 8,0 0,4 nd 14,3
4 8,1 0,7 nd 13,9
6 8,2 2,0 14 13,7
8 8,4 3,2 48 13,6
10 8,5 4,0 123 13,7
12 8,5 4,50 143 13,6
16 8.8 4,8 158 13,5
20 9,0 4,5 180 13,4
24 9,1 4,3 120 13,3
28 9,2 4,3 130 13,1
32 9,2 4,0 128 13,0
36 9,2 3,9 140 12,9
40 9,3 4,0 130 12,5
43 9,4 4,0 121 12,2

(nd = ndo determinado)
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Na tabela A.5 estdo os resultados obtidos neste quinto experimento em

biorreator com controle de pH visando a producdo de PGA por B. megaterium.

Tabela A.5: Valores de pH, concentracdo celular (Cx), atividade
enzimdtica (A.E.), concentracdo de proteinas e lactose na

producdo de PGA por B. megaterium. 5° experimento em

biorreator.
Tempo pH Cx A.E. Lactose
Ensaio (horas) (g/L) (UI/L) (g/L)
5 Pré-Inéculo nd 4.7 nd 5,1
Ino6culo 8,6 3,4 nd 5,3
0 7,4 0,3 nd 15,8
2 7,8 0,3 nd 15,6
4 7,8 0,7 34 15,4
6 8,0 1,8 31 15,4
8 8,1 3,0 34 15,3
10 8,1 3,9 148 15,4
12 8,1 4,8 203 15,4
16 8,1 4,9 131 15,3
20 8,0 4,4 130 15,3
24 8,0 4,3 85 15,4
28 8,0 4,0 77 15,5
32 8,1 3.9 73 15,3
36 8,1 3.8 66 15,3
40 7,5 3,8 57 15,1
42 7,0 3,3 38 14,8
44 7,0 3,0 36 14,7

(nd = nao determinado)
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Na tabela A.6 presente no apéndice A2 apresenta os resultados obtidos neste

sexto experimento em biorreator tipo tanque agitado e aerado com controle de pH

em (8,7 £ 0,1), alimentacdo de aminoécidos 10 g/l e soro ultrafiltrado visando a

producdo de PGA por B. megaterium.

Tabela A.6: Valores de pH, concentragdo celular
(Cx), atividade enzimadtica (A.E.), concentracdo de
proteinas e lactose na produ¢do de PGA por B.
megaterium. 6° experimento em biorreator.
Ensaio Tempo pH Cx A.E.
(horas)

(g/L) | (UIL)

6 Pré-Inoculo nd 4,6 nd

Inoéculo nd 3,7 nd

0 8,07 0,3 nd

2 8,14 0,4 nd

4 8,03 0,7 nd

6 8,13 1,3 18

8 8,24 2,2 22

10 8,38 3,3 50

12 8,57 3,7 50

16 8,69 3,7 110

20 8,83 3,9 90

24 8,77 3,5 73

28 8,76 3.8 54

38 8,74 3,4 63

(nd = nao determinado)
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Apéndice A3: “Telas” desenvolvidas no programa em Visual Basic onde o

algoritmo Fuzzy foi implementado como biblioteca dinAmica (DLL)
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A Figura A3.1 ilustra a tela principal do programa desenvolvido em Visual
Basic (Gomes, 2001) para troca de informagdes com o Sistema Supervisorio,

onde o algoritmo Fuzzy desenvolvido foi implementado.

&, INFERENCIA DA CONCENTRACAD CELULAR ND CULTIVD DE Bacillus megaterium -

Arquivo  Editar  Ajuda

VALOFES DE ENTRADA PARA & SIMULAGAD:

coz_1 0,61 £o2_11 I AGITAGAD_1 I 254,88 AGITAGAD_11
oz 2 081 o212 | AGITACAD_2 | 017 AGITACAD_12
o2 3 &0 o213 I AGITACAD 3 I 24808 AGITACED 13
24 ooz_14 | BGITACED_4 | AGITACED_T4
Co2.5 C02.15 I ABITACAD_S I AGITACED_15
tn2e onz_16 | AGITACAN_ | AGITACAD_1E
27 o217 | AGITACED_7 | AGITACED_17
Co2.8 C02.18 I ABITACAD_8 I AGITACED_18
029 o0z_19 | BGITACED_8 | AGITACRD_13
o210 co2m [ ABITACED 10 | ABITEAEL 20

¥ALOR DECE

SIULADO 438 PR a.on

Tempa Indisadn Para |—23,25
RO: i Parada do Cultivo: hr]

Figura A3.1. Tela principal do programa desenvolvido em Visual Basic

(Gomes, 2001)

Nesta tela observam-se os campos relativos aos valores da fragdo molar de
dioxido de carbono e velocidade de agitagcdo, valores estes utilizados para suprir o
algoritmo baseado em redes neurais para inferéncia da concentragdo celular em
tempo real (Gomes, 2001; Silva, 2003). No canto inferior direito encontram-se
campos ilustrando a parada do cultivo (CULTIVO PARADO) e o tempo em que
este deveria ser interrompido (23,25 horas), conforme calculos realizados pelo
algoritmo Fuzzy. E possivel acompanhar também o valor da concentragio celular
e o valor da velocidade de consumo de oxigénio (OUR), da velocidade de

produgdo de dioxido de carbono (CPR) e do quociente respiratdrio (RQ),
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localizados no campo inferior esquerdo. Pressionando-se o botdo indicado por
“VISUALIZAR GRAFICO”, outra tela é aberta, apresentando grafico da

concentragdo celular (Figura A3.2).

&, INFERENCIA DA CONCENTRACAD CELULAR ND CULTIVD DE Bacillus megaterium -

Arquivo  Editar  Ajuda

GRAFICO D CONCENTRAGAQ CELULAR(C:) EM FUNGAQ DO TEMPO:

Concentragi celular [a/1)
80
7.6
7.2
[
64
6.0
56
52
48
44 "l
40 /-"/
16 L

32 /

8 7
24
20 ;o
18
12

08 L

0.4 —

00 oo 150 300 450 BO0 S0 900 1050 1200 1350 1500 1650 1800 1950 2100 2250 2400 2550 2700 2850 3000

ITempo (k)

WISUALIZAR VALORES
USADOS MA SIMULACAD

Figura A3.2. Tela grafica desenvolvida no programa em Visual Basic (Gomes,
2001) para acompanhar a evolugdo da concentragdo celular em tempo real ao

longo do cultivo.



