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RESUMO - O soro de queijo ¢ uma biomassa rica em nutrientes ¢ muito abundante,
podendo ser utilizada na producdo de probioticos para alimentacdo animal e humana.
Neste trabalho, foi estudado a fermentagcdo de soro de queijo para produgdo de células
probioticas em produtos para alimentagdo animal. Foi avaliado a utilizacdo de modelo
hibrido de rede neural e balanco de massa (MHRN) no estudo da produgao das células.
Foi observado que o MHRN foi capaz de representar de forma satisfatoria a producao de
biomassa, consumo de lactose, alteragao da massa protéica, além de avaliar o declinio do
crescimento celular que deve ser melhor investigado como fator responsavel pela reducao
da viabilidade celular para células probidticas obtidas de meios fermentados com tempos
de fermentagdo superiores a 40 horas.

1. INTRODUCAO

A disponibilidade de soro de queijo no mercado ¢ alta devido a proporcao deste subproduto na
producao do queijo, sendo que para cada quilo de queijo produzido gera-se 10 litros de soro. O soro ¢
uma biomassa rica em nutrientes e, portanto, muito utilizada em varios processos fermentativos entre
os quais a producdo de enzimas, biogas, etanol, suplementos para alimentacdo animal e probidticos.
Na produgao de probioticos ha um especial interesse pela espécie Lactobacillus acidophilus e trata-se
de um tradicional probiotico. Esta espécie de bactéria facultativa exige um ambiente com baixa tensao
de oxigénio para colonizar o intestino de seres humanos e outros animais (Corcoran et al., 2005;
Sanchez et al., 2012; Nimrata, Boonthai, Vuthiphandchai, 2011)..

A avaliagdo da produgdo de células de Lactobacillus acidophilus pode ser realizada de diversas
maneiras. Uma destas ¢ a utilizacdo de redes neurais artificiais (RNAs) que sdo capazes de processar
informagdes para situagdes dinamicas e avaliar diferentes problemas de natureza simples e complexa.

As RNAs sdo formadas por sistemas de calculo com elementos chamados de nds ou neurdnios
que sao capazes de processar informagdes por interconexao inspirados na estrutura e funcionamento
de neuronios reais (Haykin, 2001; Silva et al., 2000). A forma tradicional de funcionamento da RNA
pode ser conceituada como uma caixa preta na qual nenhum conhecimento prévio sobre o processo ¢
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necessario, ou seja, a rede neural constréi um modelo no qual o conjunto de neurdnios tem sua
capacidade de avaliar o fendmeno através de treino que tem como base entradas e saidas de
informagdes associadas ao processo sem a necessidade de conhecimentos prévios como balanco de
massa, cinética do processo ou outras informagdes. Esta forma de caixa preta de RNA tem como
vantagem o fato de ser a Unica forma de modelar quando ndo h4 conhecimentos suficientes sobre o
fendmeno e tem como critica, principalmente para processo complexos, a necessidade de grande
quantidade de observagdes e falhas associadas aos resultados que representem a extrapolagdes
(Saraceno et al., 2010; Baughman, Liu, 1995).

A forma caixa preta pode ser modificada pela associacdo da estrutura interna da RNA a um
modelo que utiliza conhecimento prévio sobre o processo como, por exemplo, os balangos de massa
de forma a constituir um modelo hibrido de rede neural (MHRN). Nesta situacdo os parametros
associados ao conhecimento influem no treino da rede € 0 MHRN passa a gerar estimativas melhores
de resultados e extrapolagdes de resultados mesmo com o uso de um menor nimero de pontos que as
redes tradicionais (Psichogios, Ungar, 1992; Saraceno ef al., 2010).

Na Figura 1 ¢é representada uma RNA tradicional (Fig.1a) e uma configuragdo de MHRN
(Fig.1b). O MHRN gera os valores dos parametros (p) e as respostas do modelo construido com os
principios que descrevem o conhecimento do processo (por exemplo integracao das equacdes de um
modelo diferencial) gera respostas (d) que influem nos pesos que possibilitam a rede a ajustar os
parametros necessarios nas fungdes de transferéncia associadas aos neurdnios. Uma exemplo que
ilustra esta situacdo ¢ considerar insatisfatorio os pesos toda vez em que as respostas obtidas nao
tiverem sentido fisico, como, por exemplo, a situagdo que estas sdo negativas quando fisicamente
devem ser positivas (Psichogios, Ungar, 1992; Saracenoet al., 2010).
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Figura 1: a) RNA tradicional; b) MHRN (Psichogios, Ungar, 1992-adaptado)

O presente trabalho tem como objetivo estudar a produgdo de células de Lactobacillus
acidophilus em soro de leite utilizando o MHRN, avaliar a estabilidade das células geradas neste
estudo para diferentes tempos de fermentagdo e avaliar as previsoes associadas ao MHRN que podem
ser de alguma forma associada a previsao da estabilidade.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismos e Fermentacao
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Foi utilizado Lactobacillus acidophilus La5 cultivado por fermentagdo batelada em soro de
queijo reconstituido nas condi¢cdes otimizadas presentes na literatura (Rosa et al; 2013)
correspondentes a concentragdo de lactose de 31,0 g/L, pH de 6,45 ¢ 1,04 g/LL de indculo.

2.2. Métodos analiticos

A concentragdo de lactose tanto no meio fermentado nao hidrolisado quanto no meio
hidrolisado foi determinada por ensaio espectrofotométrico com glicose oxidase. A biomassa de
lactose foi calculada pelo balanco L=1,9(G2 -G1), no qual L representa a concentragdo de lactose e
G1, G2 sdo as concentracdes de glicose antes e depois da hidrolise acida (20 uLL HCI1 11,5 mol/L; 90
°C; 5 min). A concentragdo de proteina foi determinada pelo método de Lowry (Lowry, 1951) ¢ a
concentracao de células foi determinada pela massa seca, apds centrifugacao do meio.

2.3. Avaliacao das fermentacoes por redes neurais com RNA e MHRN

O sistema hibrido foi avaliado em programa de rede neural escrito em linguagem R. O
programa apresenta:

e multicamadas (duas camadas ocultas);

e um numero variavel de neurénios em cada camada oculta e um maximo de buscas dos
pesos dos nos (N=2000 e 20000);

e taxa de aprendizagem de 0,002;

e momento linear igual a 0,2 com funcdo de transferéncia tangente hiperbolica para as
camadas ocultas e funcao de transferéncia linear para camada de saida.

No ajuste dos pesos das redes foi definido que a maior diferenca de concentracdo entre os
valores previstos e experimentais do modelo fosse inferior ao valor fixo (neste trabalho 0,1 g/L) ou
que fosse atingido o nimero maximo de buscas apresentado. O modelo de Verlhust (Sistema de
Equacdes representadas em Eq. 1) com parametros ajustados pela RNA foi utilizado para comparar os
resultados obtidos como MHRN (Sistema de Equagdes representadas em Eq. 2) que estima trés
respostas associadas ao sistema pu, Vi e Vp sem associar estas respostas a nenhum modelo
especifico.

Nestes modelos "X" ¢ a concentragdo de células de lactobacilos (g/L), "L" a concentragdo de
lactose (g/L), "P" a concentragdo de proteina (g/L). Os pardmetros pm, Xm, Yrx representam,
respectivamente, a maxima velocidade de crescimento celular (h™'), maxima concentragio celular
(g/L), coeficiente estequiométrico que relaciona a massa de lactose com a massa de células (g/g). Ja
as varidveis n, Vi e Vp sdo, nesta ordem, a velocidade especifica de crescimento celular (h™),
Velociidalde de consumo do substrato (g.L".h™") e a velocidade de redugio da concentragio do proteina
(gL".h).

Sistema de equagdes que utilizam Verlhust ajustado pela RNA :
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dX/dt=pm. X(1-X/Xp) e dL/dt=Y x.dX/dt-m.X (1)

Sistema de equacdes ajustadas pelo MHRN :
dX/dt=pX, dL/dt=-Vy e dP/dt=-Vp (2)

No uso do modelo de Verlhust ndo foi calculada a concentracdo de proteina, pois esta ndo
pode ser explicada como fungao exclusiva do consumo pelas células, uma vez que a proteina precipita
ao longo do processo. No MHRN foi utilizado como descrito na literatura (Psichogios, Ungar, 1992;
Saracenoet al., 2010): os valores de p, Vi e Vp foram estimados para os diferentes tempos e foram
utilizados para solucdo das equagdes diferenciais do sistema (2) e as solucdes obtidas de X, L e P
foram utilizadas pela rede para avaliar o treinamento dos neurdnios.

2.4. Avaliacao das células na producio de insumos para racio animal

As células obtidas por fermentagdo de 40, 60 e 80h foram centrifugadas e secas em estufa de
circulagdo forcada a 45 °C por 2h e submetidas a teste de viabilidade que foi definido como a
avaliacdo da perda de viabilidade apds o armazenamento por 5 dias. Nesta avali¢do a quantificagdo
das células foi feita por plaqueamento em agar MRS (Rosa et a/ 2013). A viabilidade celular foi
definida como percentagem de células vivas restantes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 representa os valores médios das concentragdes obtidas em duplicata para
fermentacdo de soro de queijo. Pode-se observar que o crescimento celular se encerra apds 48 horas
de fermentagdo, enquanto o consumo de substrato ndo reduz apds este tempo, o que pode ser
explicado pelo metabolismo associado a manuteng¢do das células ativas.
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Figura 2 — Valores experimentais obtidos na fermentagdo de Lactobacillus acidophilus La5 (31 g/L de
lactose, pH 6.45 ¢ 1.04 g/L de indculo)
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Na Tabela 1 sdo apresentados os quatro melhores resultados da avaliagdo da configuracdo da
RNA segundo o modelo descrito pelas equagdes de Verlhust, para o nimero maximo de 2000 buscas
e configuragdes de rede com duas camadas ocultas com numero de neurdnios variaveis entre 2 € 6
neuronios. Os maiores erros foram obtidos para a concentragdo de lactose e embora nenhuma das
redes tenha gerado a diferenga entre concentragcdo final inferior a 0,1 g/L (para lactose), pode-se
observar que a configuracdo com trés neurdnios na primeira camada oculta (N;=3) e seis na segunda
(N,=6) foi a que melhor representou o sistema. Os erros apresentados com 20000 buscas nao foram
menores do que os erros apresentados para 2000 buscas.

Tabela 1: Parametros do modelo ¢ quantidades de neuronios na primeira camada oculta (N;) e
segunda camada oculta (N;) para o uso de rede neural hibrida

Camadas Erro maximo (g/L) | Parametros

N,=3,N,=6 |7,78 v =0,173 h, Y1 4=6,088 g/g, X,=6,008 g/L e m=0,000182h"
N=4, N,=3 |11,51 iy =0,0973 h™, Y x=3,89 g/g, X=6,008 g/L ¢ m=0,000295 h
N;=4, N=6 [10,57 iy =0,115 h" Y =4,46 g/g , X,=6,008 g/L e m=0,000303 h
Ni=2,N=5 [12,42 iy =0,0860 h™', Y| x=3,565 g/g, X,=6,008 g/L ¢ m=0,00002831 h™'

Na Figura 3 sdo apresentados os resultados fornecidos pelo modelo proveniente da RNA que
melhor representa os dados experimentais (Tab. 1) correspondente a N;=3, N,=6. Pode-se observar
que a RNA foi capaz de gerar parametros que integrados avaliam corretamente o término do
crescimento, mas ndo foi capaz de representar adequadamente a concentragdo de lactose no final do
processo. Esta situacdo se deve ao fato que o uso de um modelo especifico associado a rede neural (no
presente trabalho o modelo de Verlhust) restringe a capacidade da rede. Rosa e colaboradores (2013)
observaram que o uso de outros modelo como Mond e Contois nao forneceram resultados melhores
que o obtido que o uso da RNA para obter valores fixos de pum, Yix, me Xy .
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Figura 3: Concentragdes de células e lactose simuladas a partir dos pardmetros da RNA com duas
camadas ocultas de 3 e 6 neurénios (uy=0,173 h™ X=6,08 g/L, Y1.x=6,09 g/g m=0,000182h™).

Area tematica: Simulag&o, Otimizagéo e Controle de Processos 5



“C(BEQ 19 a 22 de outubro de 2014

Congresso Brasileiro de Florianopolis/SC
Engenharia Quimica

Na Figura 4 sdo apresentados os resultados da rede neural hibrida sem o uso de um modelo
especifico na descricdo do crescimento e consumo das células e mesma arquitetura de rede descrita
anteriormente (duas camadas ocultas com N;=3 e N,=6 neurdnios artificiais). Nesta nova situagdo o
erro maximo obtido foi de 5.46% correspondente a estimativa de 11,1 g/L de lactose para 96h de
fermentacdo (o valor experimental para este tempo ¢ de 11,8 g/L) . Pode-se observar que o uso do
modelo hibrido tornou a rede capaz de descrever de forma mais adequada o consumo de lactose do
soro e expressar a alteracdo da concentracdo de proteina avaliada experimentalmente. No MHRN
também foi observado que a maxima concentragdo celular ocorre para 77h ( 6,09 g/L) e para 144h
houve uma redugao nesta concentragdo para 96,5% ( 5,88 g/L) do valor méximo.
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Figura 4: Concentragdes de células (m), lactose () e proteina (A ) obtidas na rede neural hibrida
com trés e seis neurdnios (N1=3, N2=6) nas camadas ocultas.

Na Figura 5 sdo apresentados os parametros cinéticos estimados pelo MHRN. Pode-se observar
que a velocidade especifica de crescimento celular (u) € decrescente com valores negativos para
tempos superiores a 81h (u=-3.26.10° h™' para t=81h e p=-7.73.10" h™' para t=144h). A velocidade de
consumo do substrato atinge o maximo (V1=0,4144 g/L.h) para 10h ou seja até este tempo tem-se um
maior consumo de substrato mesmo com a reducao da velocidade de crescimento celular progressiva.
Fato semelhante também ¢ observado para reducao de proteina o que sugere que a cinética possa ser
melhor descrita por modelos estruturados, nos quais o consumo de lactose e proteina devem ser
associados a mecanismos internos das células.
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Figura 5: Valores dos velocidades de geracao de células (i) e consumo de proteina(Vp) e
lactose (Vi) fornecidos pelo MHRN

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados da percentagem de células viaveis restantes apos
cinco dias de preparo das células secas retiradas do meio de fermentacdo de soro de queijo apds 40,
50 e 60h de fermentacao. Pode-se observar que embora os resultados obtidos, Figura 3, indiquem que
para tempos superiores a 40 horas a manuten¢do da concentragdo das células ocorra pelo consumo da
lactose, a estabilidade das células ¢ reduzida para os tempos superiores a 40h. Uma hipotese desta
mudanca na viabilidade corresponde ao envelhecimento das células. O MHRN faz a previsao do
envelhecimento das células, mas este assunto merece ser melhor investigado, porque o tempo
previsto de 77 horas € superior ao obtido experimentalmente (Tabela 2).

Tabela 2: Viabilidade celular apos 5 dias de armazenamento (concentracgao inicial de células
no produto de 10° células/g) obtida para preparagdes secas de células obtidas de diferentes tempos de
fermentacao de soro de queijo

Tempo de fermentacao (h) 40 50 60
Viabilidade (% células vivas) | 20 18 18
4. CONCLUSAO

O modelo de rede neural hibrido (MHRN) se mostrou mais apropriado na descri¢do da
fermentacao de Lactobacillos acidophillus La5 do que o modelo de RNA associado a Verlhust. Os
resultados da viabiliade das células obtidas e a previsdio do MHRN sugerem que a influéncia do
tempo de fermentacdo merece ser melhor investigada como fator importante na estabilidade das
células probioticas obtidas no fim da fermentacdo ¢ que nesta descricdo modelos mais elaborados de
MHRN serao capazes de melhores previsoes.
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