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APRESENTACAO

Avancos Cientificos e Tecnoldgicos em Bioprocessos € uma obra que reune
vinte e trés capitulos com temas em pesquisas cientificas realizadas no campo da
biotecnologia, e que envolve agentes bioldgicos e bioquimicos na geracéo de produtos
ou processos. Nesta obra se concentram diversos avangos descritos nas metodologias
e nos resultados, distribuidos em quatro tdpicos principais, envolvendo: processos
quimicos e biotecnolégicos no aproveitamento de residuos; producédo de metabdlitos
e enzimas; métodos analiticos e de simulacéo; e biotratamentos envolvidos na
geracao de energias. Esta obra foi escrita por jovens pesquisadores brasileiros que
estdo desenvolvendo suas teses e/ou dissertacdes em instituicdes nacionais. Por este
motivo, os aspectos inovadores e o alcance dos resultados apresentados podem ser
um grande estimulo para aqueles que visam conhecer com maior amplitude alguns
dos aspectos biotecnologicos estudados em algumas das instituicdes de nosso pais.

Alberdan Silva Santos
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RESUMO: A abordagem fenomenoldgica
utiizada na modelagem e simulagcao de
biorreatores contendo enzimas imobilizadas
envolve a descricao dos fendmenos de difusao
e reagao de substratos e produtos no interior das
particulas cataliticas. Essa descricao € realizada
por meio de equacdes diferencias de balancos
de massa, as quais requerem o uso de métodos
numéricos complexos para as suas resolugoes.
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Uma proposta visando reduzir esse esforco
computacional consiste no uso de métodos de
regressao simbdlica via programacao genética
para a obtencdo de equagdes empiricas
capazes de estimar os principais parametros
relacionados ao fendmeno de difusédo-reacao.
Um parametro importante utilizado no projeto
de reatores enzimaticos heterogéneos é
o fator de efetividade, o qual representa a
razdo entre a velocidade média de reacao
no interior da particula sujeita a limitacoes
difusionais e aquela na superficie da particula.
O problema abordado neste estudo consiste
na determinacédo do fator de efetividade para
particulas cataliticas esféricas em condicoes
isotérmicas e estacionarias cuja cinética de
reacdo € dada pela equacdo de Michaelis-
Menten. Os dados de fator de efetividade
utilizados na regresséao simbolica foram gerados
a partir de uma abordagem fenomenoldgica do
problema de difusdo-reacao, empregando-se 0
método de colocacao ortogonal em elementos
finitos para a resolucédo do problema de valor
no contorno resultante do balango de massa de
substrato no interior das particulas. A equacgao
obtida por regressdao simbdlica apresentou
erros percentuais médio e maximo de 1,0 % e
3,5 %, respectivamente e R2=0,9996, indicando
uma excelente qualidade de ajuste aos dados
utilizados na regressao.
PALAVRAS-CHAVE:

inteligéncia  artificial,
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regressao simbdlica, enzimas imobilizadas, fator de efetividade catalitica, processo de
difusdo-reagao.

ABSTRACT: The phenomenological approach used in the modeling and simulation of
bioreactors containing immobilized enzymes implies the description of the phenomena
of diffusion and reaction of substrates and products inside the catalytic particles. This
description is performed using the differential equations obtained from mass balances,
which require the use of complex numerical methods to solve them. A proposal to
reduce this computational effort comprises in the use of symbolic regression by genetic
programming to obtain empirical equations able to estimates the main parameters
related to the diffusion-reaction phenomenon. An important parameter used in
the design of heterogeneous enzymatic reactors is the effectiveness factor, which
represents the quotient between the average reaction rate within the particle subject
to diffusion limitations and that one at the particle surface. The problem approached in
this study is the calculation of effectiveness factor for spherical catalytic particles under
isothermal and stationary conditions whose reaction kinetics is given by the Michaelis-
Menten equation. The data for effectiveness factor used in the symbolic regression were
generated from a phenomenological approach about the diffusion-reaction problem,
using the method of orthogonal collocation on finite elements to solve the boundary
value problem from the mass balance of substrate within the particles. The equation
obtained by symbolic regression presented mean and maximum percentage errors of
1.0% and 3.5%, respectively, and R? = 0.9996, indicating an excellent fit quality to the
data used in the regression.

KEYWORDS: artificial intelligence, symbolic regression, immobilized enzymes,
catalytic effectiveness factor, diffusion-reaction process.

11 INTRODUCAO

Os principais objetivos no desenvolvimento de novos processos utilizando
agentes bioldgicos, como células e enzimas, incluem a manufatura de novos produtos, a
melhoria da qualidade dos produtos existentes, a minimizac&ao de impactos ambientais
e a reducédo de custos (PEREIRA et al. 2018, OLIVEIRA et al., 2018; SEKULJICA et
al., 2016).

Os bioprocessos incluem a transformacéo de matérias-primas, ou substratos,
em produtos no interior de biorreatores empregando células ou enzimas. A sele¢ao do
agente da biotransformacéo e do modo de operacdo dos biorreatores depende das
vantagens e desvantagens apresentadas pelas possiveis configuracdes operacionais
(DORAN, 2013; ILLANES, 2008).

O uso de enzimas livres em biorreatores apresenta como principal desvantagem
a dificuldade de recuperacao do biocatalisador para reuso no processo. Considerando
gue um dos fatores limitantes para a utilizacdo de processos enzimaticos de producgéao
reside justamente no custo das enzimas, a reutilizagcao desses biocatalisadores pode
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se tornar um fator decisivo para a viabilidade técnica-econémica do processo. A forma
mais conveniente e eficiente de reutilizagdo de enzimas é imobilizando-as em matrizes
sélidas (ILLANES, 2008).

Biorreatores que operam com enzimas imobilizadas s&o empregados em diversos
processos industriais tais como o tratamento de efluentes e a producédo de varios
produtos, incluindo farmacos, insumos quimicos, alimentos, bebidas, biocombustiveis,
enzimas e outros (éEKULJICA etal., 2016; EDET et al., 2013).

As vantagens apresentadas pela imobilizacdo de enzimas tém levado ao
desenvolvimento de processos industriais empregando reatores enzimaticos
heterogéneos, nos quais fenbmenos de transferéncia de massa e de particdo do
substrato tornam-se importantes de ser entendidos. Consequentemente, a modelagem
dos fendmenos de difusédo e reacéo de substratos e produtos no interior das particulas
cataliticas passa a ser uma etapa relevante no projeto, otimizagcado e controle de
reatores enzimaticos heterogéneos (PEREIRA; OLIVEIRA, 2016).

Um parametro importante na analise dos efeitos de transferéncia de massa sobre
o comportamento de reatores heterogéneos é o fator de efetividade, um parametro
variando entre 0 e 1 que indica o quanto a velocidade média de reagdo no interior
da particula catalitica &€ controlada pela resisténcia a difusdo nos poros. Para a
determinacéo do fator de efetividade € necessario resolver as equagdes de balanco de
massa no interior da particula utilizando métodos numéricos complexos que exigem
um elevado esforco computacional, especificamente quando se calculam os perfis
axiais de concentracao ao longo do biorreator, pois 0 problema da particula tera que
ser resolvido a cada incremento de comprimento do reator (PEREIRA; OLIVEIRA,
2016).

Visando reduzir o esforco computacional exigido pela resolu¢do do problema
via abordagem fenomenolodgica, este estudo propde uma abordagem empirica para a
resolucao do problema baseada em métodos de regressao simbdlica via programacéao
genética para obter uma equacgao explicita que permita a determinacao do fator de
efetividade em funcéo das condicdes reacionais utilizadas. Tais métodos de regressao
encontram-se implementados no software Nutonian Eureqa Formulize da empresa de
desenvolvimento de ferramentas de inteligéncia artificial DataRobot.

Na regressao simbdlica via programacao genética, as populagcbes de equacgdes
séo criadas geneticamente, usando o principio darwiniano de sobrevivéncia do mais
forte ou, no caso da regressédo simbdlica, a equacdo com melhor ajuste segundo
critério estatistico pré-definido. Por meio deste processo, tanto a forma funcional
como os coeficientes numéricos da equacgao de regressdo sao determinados por um
mecanismo evolutivo, utilizando os operadores genéticos de cruzamento e mutacéo.
Geralmente, nos algoritmos evolutivos, a modificacdo de uma solugdo individual de
uma populacéo é feita apés um numero de execug¢des em cada geracédo, a fim de
encontrar a solu¢gao mais adequada. Os elementos no conjunto de fungdes podem
incluir operacdes aritméticas (+, -, *, /, etc.), fungdes matematicas (exp, log, cos,
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sin, tan, etc.), condicionais (/f-Then-Else) e operagcdes booleanas (AND, OR e NOT)
(BARMPALEXIS, 2011; HAERI et al., 2017).

2 | MODELAGEM FENOMENOLOGICA

Durante a conversdo em processos cataliticos utilizando enzimas imobilizadas, o
fluxo liquido de substrato para o interior da particula, no caso de transporte controlado
pela difusao, € promovido por um gradiente de concentragcéo de substrato. Dessa forma,
o perfil de concentracao de substrato no interior da particula no estado estacionario
dependera do equilibrio entre a taxa de conversao e as taxas de transporte. Dessa
forma esse perfil dependera do tamanho das particulas, da quantidade de enzimas,
da cinética de reacdo, da porosidade da particula e da difusividade do substrato no
interior da particula (VAN ROON et al., 2006).

Como resultado dos gradientes de concentracdo no interior da particula, o
biocatalisador (enzima imobilizada + suporte) opera em concentracdes dinstintas
daquelas do meio externo a particula, o que é globalmente avaliado por meio de
um fator de efetividade, calculado como sendo a razdo entre a velocidade média
de consumo de substrato nas condicOes internas e a velocidade de consumo nas
condi¢des externas a particula como no caso de enzimas livres (VAN ROON et al.,
2006).

Em determinadas condicbes de reacao-difusdo, especialmente quando a
resisténcia a difuséo e a velocidade de reacao séo relativamente altas, a concentracéo
de substrato pode ser nula em uma dada regido do biocatalisador (enzima imobilizada
+ suporte poroso), como mostrado na Figura 1. Nesta regido, chamada de nucleo
morto, a reacdo enzimatica ndo ocorrera por falta de substrato. Portanto, os reatores
projetados assumindo que toda a massa de biocatalisador seja ativa apresentaréao,
na pratica, desempenhos inferiores aqueles esperados, justificando, nestes casos, a
utilizacdo de um modelo matematico apropriado para o projeto desses reatores que
operam sob condi¢des de limitagédo por transferéncia de massa (PEREIRA; OLIVEIRA,
2016).

meio externo
5=5

nicleo
morto

5=0

Figura 1 - Representacao do nucleo morto em um biocatalisador poroso de geometria esférica.
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O balango de massa de substrato no interior de particulas cataliticas esféricas
sob condi¢des isotérmicas e estacionarias e cinética de reacéo de Michaelis-Menten
pode ser generalizado pela Equagéo 1, na qual: D_.¢€ o coeficiente de difuséo efetivo de
substrato no interior da particula, R € a coordenada radial, v__ é a velocidade maxima
de consumo de substrato, S é a concentracao de substrato em um determinado ponto
no interior da particula e K € a constante de Michaelis-Menten (BAILEY , OLLIS, 1986;
DORAN, 2013; FOGLER, 2006; OLIVEIRA, 1999; PEREIRA, OLIVEIRA, 2016).

d*S 2dS Vmaxd
ef =

T 1
dR2+RdR K+S W

AEquacao 1 pode ser escrita em termos de parametros adimensionais, resultando
na Equacao 2 (PEREIRA; OLIVEIRA, 2016):

dzs+2ds _afp?(1+P)s
dr?  rdr f+s
Na Equagdo 2: r=R/R ;s=S8/S,; ¢ =R2v, /{9 D,S,(1+ B)},

max

(@)

B=K/S,, R éoraio da particula, S, € a concentragao de substrato na superficie
da particula, considerada como sendo igual a do meio fluido nos casos em que a
resisténcia a transferéncia de massa externa a particula pode ser desprezadae ¢ é o
modulo de Thiele, cujo quadrado representa a razdo entre a taxa de reacao e a taxa
de difusdo, ambas avaliadas nas condi¢cdes de superficie da particula.

A Equacéo 2 esta sujeita as condicdes de contorno dadas por:

ds (3)
—— =0 ,emr=0,parad < pqi
dr
ds (4)
--=0 ,emr=a para b > Perie

r

s=1 ,emr=1 ()

Nas Equacdes 3 e 4, a € um parametro espacial adimensional, medido a partir
do centro da particula (r= 0), que define o raio da regido esférica correspondente ao
nacleo morto (Figura 1), ¢_. € o valor critico do médulo de Thiele acima do qual havera
ocorréncia do nucleo morto (OLIVEIRA, 1999; PEREIRA, OLIVEIRA, 2016).

As Equacbes 2-5 constituem um problema de valor no contorno cuja solugao
permite determinar o fator de efetividade (n) conforme a Equacéo 6 (OLIVEIRA,1999;
PEREIRA, OLIVEIRA, 2016; PEREIRA, 2008).

1 ds

1= a¢25 r=1
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Pereira e Oliveira (2016) mostraram que o método mais confidvel para a
determinacao do fator de efetividade em problemas de difusédo-rea¢do é o método da
colocacéao ortogonal em elementos finitos, o qual foi empregado para gerar dados de
fator de efetividade a serem utilizados na regressao simbdlica.

O método da colocacao ortogonal em elementos finitos é de implementacéo
complexa e possui uma velocidade de convergéncia baixa, limitando as possibilidades
de sua aplicacédo em simuladores de processo amplamente utilizados para o projeto,
operacgao e otimizacao de plantas industriais (PEREIRA; OLIVEIRA, 2016; RAMIREZ,
1998). Para contornar este problema, uma abordagem empirica de modelagem
utilizando uma ferramenta de inteligéncia artificial, denominada de regresséo simbdlica,
€ apresentada a seguir.

31 MODELAGEM EMPIRICA

Para problemas envolvendo a ocorréncia de nucleo morto ndo séo reportadas
na literatura solugbes analiticas para o problema de valor no contorno referente a
cinética de Michaelis-Menten. Para casos no qual este nicleo nao ocorre, algumas
solucdes analiticas aproximadas, baseadas em expansdes em série de polindbmios
e em métodos matematicos tais como o da homotopia, foram apresentadas
(MAHALAKSHMI; HARIHARAN, 2016; DEVI et al., 2015; SHANTHI et al., 2013; JOY
et al., 2011). Entretanto, nenhum desses métodos possui a capacidade de resolver o
problema para todas as condi¢cbes de difusdo-reacao possiveis.

As pesquisas na area de inteligéncia artificial possibilitaram o desenvolvimento
de uma metodologia para a busca de modelos matematicos com pouca ou nenhuma
influéncia do pesquisador, baseada na regressao simbolica por algoritmos evolutivos
(genéticos) (KHALID et al., 2017; LU et al., 2016).

Aregressao simbdlica € um tipo de analise de regressao que busca aleatoriamente
as expressoes matematicas que melhor se ajustam a um determinado conjunto de
dados levando em consideracéao tanto a qualidade do ajuste quanto a simplicidade dos
modelos obtidos (WASIK et al. 2015).

A principal diferenca entre a regresséo tradicional e a regressao simbolica é que,
na tradicional os pardmetros de um modelo pré-estipulado sé&o otimizados enquanto
que, na simbdlica, tanto os parametros quanto a constru¢do do modelo sao otimizados
(FARIS; SHETA, 2015).

A regressao simbdlica tem como desvantagens possuir um espaco infinito para
a busca do modelo, além de um numero também infinito de modelos que se ajustam
perfeitamente a um conjunto de dados finitos. Este fato acarreta em um esforco
computacional e um tempo de busca do modelo superior ao da regresséo tradicional
(VLADISLAVLEVA et al., 2009).

A regressao simbolica tem como principal vantagem o fato de possibilitar
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a utilizacdo de algoritmos evolutivos que requerem diversidade para explorar
efetivamente o espaco de busca gerando um conjunto de modelos e parametros que
melhor se ajustam aos dados fornecidos. O exame desta colec¢ao de respostas pode vir
a fornecer uma melhor visao sobre o processo permitindo ao pesquisador identificar a
aproximacao que melhor se adapta as suas necessidades em termos de simplicidade
e precisao (VLADISLAVLEVA et al., 2009).

A proposta deste estudo consiste na utilizacdo de regressdo simbdlica via
algoritmo evolutivo (genético) para obter equacbes analiticas empiricas que sejam
capazes de determinar com precisao o fator de efetividade (n ) para a cinética de

rs

Michaelis-Menten, como apresentado na Equacéao 7 (PEREIRA et al., 2017).

Nis=f (4, B) (7)

41 MATERIAL E METODOS

A Figura 2 apresenta o fluxograma do método utilizado neste estudo,
compreendendo os métodos numéricos utilizados para a obtencdo dos valores de
fator de efetividade pela modelagem fenomenolbgica (n), que foram alimentados
para a realizacao da regressao simbolica e a obtengcdo do modelo empirico para a
determinacao do fator de efetividade (n ) em func&o das condi¢des de difus&o-reacéo

(Bed).

Avancos Cientificos e Tecnolégicos em Bioprocessos Capitulo 16




Parametros de entrada (cada combinagao possivel entre os parametros):
modulo de Thiele: ¢ ={0,01;0,05;0,1;0,2;0,3;0,4;0,5;0,6;0,7; 0,8, 0,9; 1; 1,1; 1,2; 1.3; 1.4;
151,719 2;3; 4,5 7,9, 10; 15; 30; 50; 70; 100}
constante adimensional de Michaelis-Menten: f= {10-'%;0,01;0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 1; 2; 5;
IU”‘}

v

Valores iniciais:
posicao do nuclec morto (#=0); método da bissessao (a,= 0; ax= 100).

v

Método numérico para a resolugio do problema de valor de contorno:
colocagao orthogonal em elementos finitos.

Problema sem nucleo morto: Se (ag-a) > 10w
Sea=ves(x=0=0

f

Problema com niicleo morto (método da bissessao):
Sesx=0)<0eaz=0> a=a;Sesx=0=20ea>0Da=a;a=(ata)/2

|

| Se (ag-a) = 10w ‘

Y *

Dados para a regressao simbdlica:
fator de efetividade: 5, modulo de Thiele (#); Michaelis-Menten adimensional (/3.

v

Blocos de construgao para a regressao simbdlica:
constante; variaveis de entrada; soma; subtragéo; multiplicagao; divisido; seno;
cossseno; exponencial; poténcia; raiz quadrada; seno hiperbodlico; cosseno
hiperbdlico; tangente hiperbdlica.

!

Parametros relativos 4 regressao simbdlica no Eureqa Formulize:
método: algoritmo evolutivo;
funcao erro: 100( F(d A - )/ n =00
meétrica considerada para o erro; minimizagdo do pior caso, erro maximo;
configuracao dos dados: 50% para treino e 50% para validacao.

|

Resultado:
equacao empirica para o fator de efetividade: n_= f(d

Figura 2 — Fluxograma do método utilizado para a regressao simbodlica.

Na resolugdo do problema de valor no contorno para a obtengdo dos dados
utilizados na regressao simbdlica, descrita no fluxograma da Figura 2, foi utilizado um
algoritmo computacional desenvolvido no software Wolfram Mathematica 11.3 no qual
implementou-se o0 método da colocacgéo ortogonal em elementos finitos.

Considerando todas as possiveis combinac¢des de valores de 3 e ¢ adotados,
foram gerados 310 pontos para a regressao simbdlica, a qual foi realizada no software
Nutonian Eureqa Formulize, desenvolvido pela empresa DataRobot. A funcao objetivo
utilizada na regressao simbdlica foi o valor absoluto maximo do erro ponderado entre
os dados alimentados (h, B e ¢) e os resultados obtidos pelo modelo para a variavel
dependente, como mostrado na Equacéo 8 (PEREIRA et al., 2017).

erro = max * 100 % (8)

W|
n
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O procedimento de regressao simbdlica foi realizado cerca de 10 vezes durante
aproximadamente 10 horas de processamento computacional, sendo considerada
como resposta a melhor das solu¢des obtidas.

51 RESULTADOS E DISCUSSAO

A equacéo para a determinagao do fator de efetividade para particulas cataliticas
esféricas e cinética de reacdo de Michaelis-Menten obtida via regressao simbdlica é
apresentada a seguir:

tanh [arcsinh[0.0014 + ¢,/tanh[¢]]]
gtanh[4] tanh [§ + 0.93tanh[0.7 ¢ + sin[\/B] — 6] 9)
— 0.0000145 ¢ tanh[f + 0.93 tanh[0.7 ¢ + sin[\/B] — B]]

n = 0.0014 + 0.991 tanh

Os valores absolutos do erro maximo e do erro médio foram de 3,5 % e 1,1 %,
respectivamente e do coeficiente de determinacéao ou explicacéo (R?) foi de 0,9996.
Esses resultados indicam um excelente ajuste da equacgéao proposta aos dados usados
na regressao, o que € comprovado pelo grafico apresentado na Figura 7. Observa-se
gue as curvas simuladas com o modelo (Equacéao 9) ndo possuem ruidos ou distor¢oes,
indicando uma boa capacidade preditiva do modelo quanto ao comportamento do fator
de efetividade.

O gréfico da distribuicdo dos erros percentuais esta apresentado na
Figura 8.

Considerando os baixos valores de erro mostrados na Figura 8 e que os
valores maximos de erro se encontram nos limites de valores de ¢ (entre 80 e 100,
para os quais n=1/¢) e B (acima de 10'4, cinética de primeira ordem com solucéo
analitica conhecida), pode-se afirmar que o modelo dado pela Equacéo 9 descreve
satisfatoriamente o comportamento dos dados do fator de efetividade gerados pela
abordagem fenomenolodgica e que foram utilizados na regresséo simbdlica.
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Figura 7 — Gréfico referente ao ajuste do modelo obtido via regressdo simbdlica
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Figura 8 — Gréfico da distribuicéo dos erros percentuais do modelo na determinagéo do fator de
efetividade para particulas cataliticas esféricas e cinética de Michaelis-Menten

Com base nos resultados obtidos pode-se considerar que o objetivo de obter uma
equacao explicita aproximada para determinar com preciséo o fator de efetividade
de particulas cataliticas esféricas foi atingido, haja vista os baixos valores absolutos
dos erros percentuais cometidos nas previsdes do fator de efetividade utilizando tal
equagao.

Avancos Cientificos e Tecnolégicos em Bioprocessos Capitulo 16



6 | CONCLUSAO

Os resultados apresentados indicam que ferramentas de inteligéncia artificial,
como a regressao simbdlica podem ser Uteis para o desenvolvimento de modelos
matematicos alternativos aos fenomenolégicos, uma vez que a resolucao de equagdes
diferenciais complexas para a determinagéo de parametros, como o fator de efetividade,
pode ser substituida pelo uso de equac¢des empiricas explicitas, que séo de resolucéo
mais simples e rapida.
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