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RESUMO

A utilizacdo de inoculantes agricolas em cultivares de feijdo tem se mostrado
uma maneira eficiente para substituir e diminuir cada vez mais os insumos
quimicos no meio ambiente. Dentre estes inoculantes, encontra-se a bactéria
Rhizobium tropici. Neste contexto, aumentar a produtividade do processo de
cultivo pode ser uma alternativa de diminuir o tempo de producédo e melhorar a
qualidade final do produto obtendo-se uma concentragdo maior de células
viaveis. Sendo assim, calcular a velocidade especifica de crescimento é
fundamental para analises cinéticas, sendo um parametro utilizado em
otimizagcdes e dimensionamentos de bioprocessos. Utilizar um modelo
matematico que consiga representar com precisdo os dados experimentais de
crescimento se torna essencial para que os parametros cinéticos de interesse
representem a realidade dos dados. Os dados para a construgao das curvas de
crescimento foram obtidos em diferentes escalas de cultivo (7, 100, 500 e 1500
L), e os dados de absorbancias, assim como analises de purezas, pH e
microscopia foram realizados a cada 60 min, até que o estado estacionario fosse
atingido. O ajuste dos dados foi feito utilizando o modelo de Gompertz através
de andlises estatisticas e posteriomente determinou-se a fase exponencial de
crescimento. Os resultados demonstraram que o modelo de Gompertz ajustou
os dados de maneira satisfatoria, e a escala que apresentou os melhores

parametros cinéticos foi a de 100 L.

Palavras-chave: Inoculantes agricolas; Modelagem; Velocidade especifica de

crescimento; cultivares de feijao.
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1. INTRODUGAO

A agricultura brasileira enfrenta uma série de problemas causados por
fatores relacionados a praticas conservacionistas como o avango desordenado
de fronteiras agricolas, o baixo aproveitamento de nutrientes e o manejo
inadequado de culturas. Isso pode acarretar outros problemas no solo, como o
esgotamento de nutrientes. Assim, algumas praticas vém sendo utilizadas para
aumentar a absorg¢ao de nutrientes e otimizar a aplicagao de insumos. O uso de
inoculantes agricolas tem se mostrado uma alternativa eficiente para diminuir a
quantidade de fertilizantes artificiais no solo, além de estimular o crescimento

vegetal através da fixagao biolégica de nitrogénio.

O nitrogénio € um nutriente essencial para a sintese de acidos nucleicos
e proteinas, sendo encontrado abundantemente no ar atmosférico na forma de
N2, apresentando alta estabilidade devido a sua tripla ligagao, o que impossibilita
sua fixagao pela maioria dos seres vivos. No entanto, os microrganismos, dentre
estes, as bactérias do género Rhizobium séao capazes de captar o N2 atmosférico
e transforma-lo em amoénia, composto que consegue ser absorvido pelas
plantas. Essas bactérias vivem em interagdes de mutualismo em nddulos nas
raizes, principalmente de leguminosas, deste modo, elas fixam o nitrogénio
atmosférico e fornecem para a planta, em troca de abrigo e compostos organicos
provindos da fotossintese. Nesse contexto, os inoculantes agricolas sdo insumos
que visam otimizar a concentragdo das bactérias fixadoras de nitrogénio nas

raizes de determinadas culturas e assim aumentar a sua produtividade.

Os cultivares de feijao sdo um dos mais beneficiados pelas bactérias
fixadoras de nitrogénio. O uso de inoculantes nas sementes aumenta a
produtividade dos feijoeiros pelo aumento da disponibilidade de nitrogénio. Isso
€ importante pois o Brasil ainda n&o € autossuficiente na producéo de feijao, um

dos alimentos base da dieta brasileira, sendo necessaria sua importagéo.

A produgado industrial de inoculantes foi iniciada no Brasil desde a
segunda metade do século XX. Um dos problemas enfrentados por este setor
esta relacionado com a dificuldade de padronizacéo e controle dos processos de
producao, uma vez que existem diversos fatores que afetam o crescimento das

bactérias em reatores. Assim, o presente trabalho pretende utilizar de um modelo



matematico ja existente para a analisar a curva de crescimento e a partir dos
dados ajustados, determinar fases de crescimento e a taxa especifica de

crescimento.

Este trabalho é apresentado como o Trabalho de Concluséo do Curso de
Engenharia Bioquimica da Escola de Engenharia de Lorena da Universidade de
Sao Paulo (EEL-USP) e apresenta aplicagdes de modelagem e otimizagao de
parametros cinéticos de bioprocessos, além da constru¢do de curvas de
crescimento bacteriano, temas pertinentes ao curso. Os experimentos e a curva
de crescimento de Rhizobium sp foram realizados na empresa Stoller do Brasil

com as devidas autorizagoes.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Agricultura e Biotecnologia

A Biotecnologia € a pratica de utilizar materiais biolégicos, como seres
vivos ou parte deles, para fins produtivos e econdmicos. Partindo desse conceito
e devido as vantagens apresentadas, varias areas econdmicas ja aderem
praticas biotecnoldgicas como alternativas de produgdo. Nesse contexto, a
agricultura utiliza dessas técnicas em ampla escala desde o comec¢o do século
XX, como a fixagado bioldgica de nitrogénio, o controle bioldgico de pragas, a
cultura de tecidos vegetais e de uma maneira mais moderna, o uso de

organismos geneticamente modificados (Silveira et al., 2005).
2.2 Cultivares de Feijao

Sendo um dos principais produtos agricolas consumidos no Brasil, o
feijao tem sido amplamente explorado devido a sua importancia, uma vez que é
um dos alimentos indispensaveis como fonte de proteina na alimentagao basica
do brasileiro, além de ter grande impacto na economia de pequenos produtores
e na agricultura familiar. O Brasil € o terceiro maior produtor de feijao em
parametros mundiais, ficando atras apenas de Myanmar (antiga Birméania) e da
india. Sua producdo se estende por todo territorio nacional, e as colheitas sdo
realizadas em trés safras distintas (CONAB, 2018). A cultura do feijao encontra
forte resisténcia no mercado internacional devido as diferencas alimentares entre
os diversos paises, sendo um alimento bastante consumido em paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento, dificultando a exportacédo para paises
desenvolvidos. Mesmo assim, o Brasil ndo € autossuficiente na producéao de
feijao, tendo que importar para suprir a demanda nacional (Tabela 1) (CONAB,
2018). Os esforgos de pesquisa e desenvolvimento tem focado principalmente
no aumento da produtividade a fim de diminuir as importacbes e focar no

mercado interno.



Tabela 1. Suprimento de feijao no Brasil entre 2009 e 2018.

Quadro de Suprimentos Brasil - Feijao Comum cores, Preto e Caupi (em mil toneladas)

Estoque Producao ~ . Consumo ~  Estoque de
Ano/Safra inic?al Anuzl Importagao Suprimento Aparente Exportacao Pasgagem
2009/10 317,7 3322,5 181,2 38214 3450,00 4,50 366,9
2010/11 366,9 3732,8 2071 4306,8 3600,00 20,4 686,4
2011/12 686,4 29184 312,3 39171 3500,00 43,3 373,8
2012/13 373,8 2806,3 304,4 3484,5 3320,00 35,3 129,2
1013/14 129,2 3453,7 135,9 3718,8 3350,00 65,0 303,8
2014/15 303,8 3210,2 156,7 3670,7 3350,00 122,6 198,1
2015/16 198,1 2512,9 325,0 3036,0 2800,00 50,0 186,0
2016/17 186,0 3399,5 137,6 3723,1 3300,00 120,5 302,6
2017/18 302,6 3308,0 120,0 3730,6 3300,00 120,0 310,6

Fonte: CONAB, 2018.

Os valores apresentados na Tabela 1 mostram que mesmo com um
aumento na tendéncia de exportagdo nos ultimos anos, o mercado externo tem
pouca significancia para os cultivos de feijao. Além disso, por ser um cultivo
bastante sensivel as condi¢cbdes climaticas, torna-se um produto com o preco
volatilizado no varejo, representando um mercado dinamico e por isso, 0s

valores flutuam consideravelmente de um ano para o outro (CONAB, 2018).

2.3 Fixagao de Nitrogénio

O nitrogénio € um dos nutrientes mais importantes para o
desenvolvimento vegetal, sendo constituinte essencial de aminoacidos,
proteinas, horménios, bases nitrogenadas, acidos nucleicos, clorofila, entre
outras moléculas. A maior parte do nitrogénio se encontra na atmosfera de
maneira altamente estavel na forma de N2, porém, alguns organismos
eucariotos, como as plantas conseguem assimilar o nitrogénio apenas em
formas i6nicas como nitratos (NO%*) e amoénio (NH**). Assim, o processo de
disponibilizar nitrogénio em formas iénicas para as plantas ao quebrar a ligacao
tripla do N2 € chamado de fixagdo de nitrogénio, e pode ocorrer de maneira
espontanea, industrial ou bioldgica (SILVA SANTOS et al, 2008).

A maneira industrial é através da reacdo quimica de Haber-Bosch,
utilizando combustiveis fosseis como fonte de energia, além de condigdes

elevadas de temperatura e pressao. O processo espontaneo ocorre de maneira
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natural e utiliza a energia de relampagos na quebra da ligagao tripla. Ja, a fixagcao
biolégica acontece quando microrganismos quebram a ligagéo tripla através de
um sistema enzimatico complexo em condicbées ambientes de temperatura e
pressdo (SILVA SANTOS et al, 2008). O esquema de fixagao bioldgica esta

representado abaixo na Figura 1.

Figura 1 — Ciclo do Nitrogénio.
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Fonte: Associagdo Nacional dos Produtores e Importadores de Inoculantes (ANPII).

2.4 Producao de Inoculantes Agricolas

Inoculantes sdo produtos que utilizam microrganismos vivos capazes de
estimular, direta ou indiretamente, o desenvolvimento vegetal. Assim, os
inoculantes contém microrganismos capazes de fixar o nitrogénio atmosférico e
disponibiliza-lo na forma iénica para as plantas. Das varias caracteristicas que
um inoculante deve apresentar, algumas podem ser consideradas essenciais,
como o elevado numero de células no produto, o estado 6timo fisioldgico das
células, a quantidade de células por semente e a viabilidade celular, que esta

relacionada com a validade do produto. Quanto a aplicagao, os inoculantes sao
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misturados diretamente na semente com o auxilio de um suporte e podem se

apresentar em forma liquida ou sdlida (REIS, 2007).

A qualidade dos inoculantes tem avangado consideravelmente nos
ultimos anos, sendo um insumo cada vez mais requerido para o aumento da
produtividade nas lavouras. Os primeiros inoculantes fabricados no Brasil nao
seguiam nenhum padrao de qualidade no quesito de quantidade de células por
produto, porém, no final dos anos 80, o Ministério da Agricultura passou a
estabelecer uma legislagdo que padronizou a quantidade minima de 1x10°
células/g ou ml do produto, além de exigir equipamentos minimos de produgéo
e a esterilidade da turfa no caso de inoculantes sélidos (ANPII). Atualmente, o
Ministério da Agricultura atua na fiscalizagao da produgao e comercializacdo de
inoculantes e novas legislagdes foram aprovadas no decorrer dos anos, como a
padronizacdo em embalagens, rétulos, especificagdes, registros e garantias,
bem como o controle dos microrganismos selecionados para a produgao
(MAPA).

Alguns fatores de sucesso do uso de inoculantes estao relacionados a
aplicagao de células viaveis e manutengao adequada dos experimentos. As
células devem ser utilizadas durante a fase exponencial de crescimento € nao
na fase estacionaria (BASHAN & HOLGUIN, 1997).

No contexto dos cultivos de feijdo, a producao de inoculantes agricolas
tem o desafio de aumentar a produtividade para que esta atenda a demanda
nacional e o Brasil torne-se autossuficiente com relagdo a este produto.
Entretanto, como mostrado na Figura 2, ja é perceptivel o aumento da produgéo
nos ultimos anos, principalmente com relagéo aos inoculantes de base liquida.
Isso se deve a preocupacao crescente a questdbes ambientais e a gradativa
tentativa de substituir os insumos quimicos pelos biolégicos (ANPII). O mercado
de inoculantes utilizados na produgédo de feijao também é bastante flexivel

devido a sensibilidade que o cultivo apresenta em relacdo as condigcbes
climaticas, causando flutuagédo nos precos do produto.
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Figura 2 — Valores em doses de inoculantes para feijao comum e
feijao caupi comercializados no periodo de 2009 a 2018. O grafico
também compara a comercializagdo de inoculantes para feijao
comum em base sélida (turfa) e em base liquida.
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2.5 Rhizobium sp. e Relagao de Simbiose

Bactérias do género Rhizobium sp. desenvolvem relagdes harmonicas de
simbiose mutualistica com feijoeiros. Estes microrganismos infectam as raizes e
estimulam a formacgao de ndédulos radiculares, onde é produzido o complexo
enzimatico responsavel pela fixagdo do nitrogénio atmosférico, disponibilizando-
o0 para a planta. Em contrapartida, a planta oferece nutrientes para que as
bactérias possam sobreviver (HUNGRIA et al., 1997). Um esquema simplificado

de como ocorre a infecgao dos rizdbios nas areas radiculares € mostrado na

Figura 3.



Figura 3 — Infeccao dos rizobios nas raizes.
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2.6 Cinética de Crescimento Microbiano

Aposs a inoculagao nos biorreatores, o crescimento microbiano segue um
comportamento nos valores de concentracdo celular quando condi¢cdes de
temperatura, pH, agitagao e aeragao sdo mantidas sob controle (SCHMIDELL et
al., 2001). A Figura 4 mostra esse comportamento e as diferentes fases de

crescimento.

Figura 4 — Curva de crescimento microbiano.
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Fonte: https://leonelcardoso.wixsite.com/microscopiaifsc/em-branco-c1dda

A fase a é conhecida como /ag ou de laténcia, que se segue logo apods a
inoculagdo. E uma fase onde o microrganismo se adapta ao meio de cultura, ndo
havendo crescimento celular, logo, a velocidade de crescimento € zero
(SCHMIDELL et al., 2001). GADEN (1955), definiu a velocidade especifica de
crescimento microbiano como a taxa de variacao da concentracdo de células no
decorrer do tempo, e é especifica, pois depende de cada tipo de organismo,
representada pela Equacéo 1, onde ux € a taxa especifica de crescimento e X a

concentracao celular.

(1)

<=
&

Uy =

A fase b representa a transicdo entre a fase lag e a fase logaritmica,
quando as células comegam a se multiplicar, aumentando a taxa de crescimento.
A fase c representa a fase logaritmica, com a velocidade especifica de
crescimento € maxima e constante, e assim é possivel concluir que a nessa
etapa a velocidade de crescimento € diretamente proporcional a concentracao
X, e pode ser definida pela Equagao 1 integrada entre o inicio da fase log e um
instante t arbitrario, como mostra a Equacdo 2, onde X representa a
concentracao celular, X é a concentragao inicial, t; € o tempo inicial da fase log

e Um € a taxa de crescimento especifica maxima (SCHMIDELL et al., 2001).
X = Xl.eum(t—ti) (2)

A fase d representa uma fase de declinio da taxa de crescimento por
causa do esgotamento de nutrientes no meio de cultura e pelo acumulo de
metabdlitos secundarios que podem inibir o crescimento. A fase e representa a
fase estacionaria, onde X atinge o valor maximo e constante, e as velocidades e
crescimento e de morte celular se balanceiam. Na fase f, a velocidade de morte
excede a velocidade de crescimento, e ha o declinio na curva de crescimento
(SCHMIDELL et al., 2001).
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2.7 Modelagem Matematica de Crescimento Microbiano

O processo de modelagem depende de técnicas de regressédo e de uma
metodologia de analise de regressdo, como variancia, desvio padréo, coeficiente
de correlagdo ou erros. Os modelos sdo considerados cinéticos quando
relacionam o comportamento da populagdo microbiana com o tempo, avaliando
critérios como duracdo da fase lag, velocidade de crescimento e fase
estacionaria (WHITING, 1995). Os modelos primarios sdo puramente cinéticos e
relacionam a concentragao celular com o tempo. Sao uteis para a determinagao
de UFC/ml, a influéncia da concentracido de substrato e de formacdo de
metabdlitos secundarios e parametros cinéticos de crescimento. O modelo de
Gompertz sera utilizado para ajudar os dados da curva de crescimento. Ele foi
escolhido por apresentar parametros como assintota e velocidade de
crescimento, e € um modelo que ndo evidencia a fase lag, sendo util para
dindmicas de crescimento rapido (THORNLEY; FRANCE, 2007).

2.8 Modelo de Gompertz

O modelo de Gompertz € um dos mais utilizados em dinamicas
populacionais. Foi introduzido por GIBSON e colaboradores em 1987, quando
comparou o modelo com a equacao logistica. E representado pela Equacéo 3
(ERKMEN & ALBEN, 2002).

_e(b_c't)

y=a.e (3)

Em que y é a variavel dependende e representa log(N/No), ou seja, a
densidade da populacédo no decorrer do tempo. O parametro a € a assintota do
modelo, e indica o valor de estabilidade da variavel dependente em relagéo ao
tempo. O paradmetro b € um fator de integracao que ajusta os valores iniciais ao
ponto de inflexdo. Ja, o parametro ¢ € uma funcao entre a taxa de crescimento
e o valor maximo de concentragao celular, quanto maior o valor de ¢, mais rapido
€ o crescimento do microrganismo para alcangar o valor assintdtico (a)
(MAZUCHELI et al., 2011).
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Esse modelo foi desenvolvido pelo matematico inglés Benjamin Gompertz
para o calculo de taxas de mortalidade em seres humanos (GOMPERTZ, 1885).
Winson (1932) foi um dos primeiros a propor o uso desse modelo em ciéncia
animal, introduzindo alguns de seus usos e limitagdes. Ele comenta que se pode
esperar um bom ajuste em curvas de crescimento que apresentam ponto de

inflexdo em sua parte inicial de aproxidamente 35 a 40% do crescimento total.

A funcao de Gompertz descreve o comportamento sigmoidal suave para
o crescimento de populagdes, sendo que a eficiéncia do crescimento decai de
acordo com o tempo. Ela indica um crescimento mais rapido no inicio, entretanto,
uma aproximagao mais lenta para a assintota, diferente do modelo logistico. Por
esse motivo, é utilizado sistemas de crescimento rapido (THORNLEY; FRANCE,
2007).

Em 1990, Zwietering e colaboradores modificaram o modelo de Gompertz
para que os parametros de interesse fossem representados diretamente no
modelo, além disso, essa nova adaptacdo representa com mais clareza a
duracao da fase lag e é representado pela Equacao 4, W(t) é o log(N/No), A é o
parametro referente a concentragdo maxima de suporte do meio, Kz é a taxa
absoluta de crescimento (M) e TLag € a duragao da fase lag (A). Esse modelo foi
proposto para melhor visualizacdo da fase lag, sendo bastante utilizado na

industria de alimentos para verificar a validade (shelflife) dos produtos.

) ' ‘L’ . ]\/ ’ . |
W(t) = Aexp| —exp Tl, T_,“:_, —t)+1

(4)

3. JUSTIFICATIVA

Dentre os diversos campos de aplicacdo do curso de engenharia
bioquimica, a modelagem de bioprocessos na industria se apresenta como
sendo de grande interesse e algo pertinente de se analisar. Ao se utilizar um
modelo matematico que melhor descreve uma curva de crescimento bacteriano,
€ possivel determinar parametros cinéticos importantes para analises de

processos como taxa especifica de crescimento, duracdo da fase lag,
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capacidade de populagdo maxima que o meio de cultura suporta, entre outros,
parametros esses que podem ser utilizados para analises de controle e
otimizacao de processos. Caso o modelo ajuste bem os dados apresentando um
erro pequeno, é possivel simular e prever o processo em diferentes condicgoes,
além de contribuir para a apresentagcdo de resultados mais confiaveis. Varios
desses parametros podem ser utilizados como padrbes para aumentar o tempo
util de prateleira de produtos, redugcdo no tempo de producdo, aumento da
produtividade em relagdo a concentragao celular/ml de produto e varias outras

aplicagdes pertinentes.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Analisar o modelo matematico de Gompertz para ajustar a curva de
crescimento da bactéria Rhizobium sp. em diferentes volumes de produgao para
o calculo da taxa especifica de crescimento e determinacdo das fases de

crescimento.

4.2. Objetivos especificos

¢ Realizar experimentos de crescimento bacteriano utilizando uma medida
indireta de concentragcado celular como absorbancia em biorreatores de

diferentes volumes;

e Ajustar os valores de concentracao celular pelo tempo utilizando o0 modelo

de crescimento de Gompertz;

e Calcular a taxa especifica de crescimento tendo como base a definicdo

tedrica de px utilizando os dados ajustados;

e Determinar as fases cinéticas de crescimento do microrganismo.

5. MATERIAL E METODOS
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Os experimentos realizados para o desenvolvimento deste trabalho foram
executados na empresa Stoller do Brasil com as devidas autorizagbes do
Coordenador de Engenharia Filipe Galvdo e a Coordenadora de Producéo
Daniela Scarabel. As curvas de crescimento foram realizadas em frascos de
vidro de 7 L e biorreatores de 100, 500 e 1500 L.

5.1. Matéria-prima, microrganismo e meio de cultivo

A matéria-prima utilizada para o preparo dos meios de cultura e a
linhagem SEMIA 4080 da bactéria R. tropici foram fornecidas pela empresa
Stoller do Brasil. A formulagdo do meio de cultura ndo pode ser divulgada por se
tratar de uma formulagdo da empresa e configura como segredo industrial.
Porém, o meio utilizado é bastante fiel as condi¢cdes de literatura, tendo em sua
composicao fontes de carbono, fontes de nitrogénio, sais minerais, vitaminas,
entre outros componentes essenciais para o crescimento microbiano. A
linhagem foi mantida em um tubo de ensaio contendo meio de cultura sdlido, e
foi repicada em placas de Petri contendo o mesmo meio de cultura pela técnica
de estriamento. O tempo de crescimento da bactéria em meio sélido é de 72
horas em uma estufa com a temperatura controlada em 30 °C. Apds esse
periodo de incubagao, uma coldnia foi retirada da placa de Petri e inoculada em
um Erlenmeyer contendo 200 ml de meio de cultura, onde permaneceu sob
agitacado de 150 rpm por 48 h. Os ensaios foram realizados em ambiente estéril
para evitar contaminagdes. Os testes foram realizados junto com a produgao
normal da fabrica, sendo a disponibilidade da utilizacdo dos biorreatores

acordada com a gestéo.

As manipulagcbes do material biolégico em escala laboratorial foram
realizadas com o auxilio e uma alca de niquel-cromo esterilizada em um
esterilizador de temperatura a 800 °C. Foram feitos estriamentos em trés
diferentes placas de Petri para garantir a obtengdo de amostras viaveis. As
placas foram incubadas em estufas por 72 h a 30 °C para garantir condicbes
otimas de crescimento. A Figura 5 mostra as etapas de esterilizagéo da algca e a

coleta do material bioldgico.
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Figura 5 — Esterilizacdo da alga (Figura A) e coleta do material bioldgico
(Figura B).

Fonte: Autoria propria.

As bactérias foram inoculadas em frasco de vidro 7 L e também foram
incubados na sala aquecida a 32 °C com uma fonte de ar estéril comprimido a
vazéo de 5 L/min por 48 h. Todos os meios e materiais na escala de laboratério
foram esterilizados em autoclave por 20 minutos, a 121°C e 1 atm para eliminar
contaminacgdes, além disso, todos as manipulacdes do material biolégico foram
feitas em cadmaras de fluxo laminar com cuidado e treinamento para evitar
contaminagdes. A linha de ar comprimido também conta com filtros
microbiolégicos. A Figura 6 explicita as etapas em Erlenmeyer e balédo
volumétrico, sendo consideradas etapas laboratoriais.

Figura 6 — Inoculacdo do material biolégico no meio
liquido em Erlenmeyer (Figura A) e frasco de vidro

inoculado aerando (Figura B), a mangueira na figura é a
conex&o com a linha de ar estéril comprimido.
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Fonte: Autoria prépria.

As etapas em tanques de 100, 500 e 1500 L foram manipuladas pelos
operadores de produgao. As matérias primas do meio de cultura foram pesadas
e preparadas em cada tanque. A esterilizagdo do meio de cultura em escada
industrial foi realizada com vapor de caldeira a 121 °C por 30 min, respeitando a
curva de aquecimento e resfriamento da esterilizagdo. Os dados de temperatura
foram monitorados por termopar. Apos a esterilizagao do meio, o tanque de 100
L recebeu o pré-inoculo contido no frasco de 7 L e a transferéncia foi feita por
bombas peristalticas em condigcdes assépticas, iniciando o experimento na
escala industrial. A transferéncia entre tanques foi feita com mangueiras
previamente esterilizadas com vapor e a inoculacdo s6 é foi feita quando

terminado o crescimento do microrganismo na escala anterior.

5.2 Aumento de Escala

O crescimento bacteriano foi realizado em quatro escalas diferentes: em
frasco de vidro de 7 L e em biorreatores de 100, 500 e 1500 L. A curva no frasco
de 7 L foi realizada apds ser inoculado com o Erlenmeyer de 200 ml. A curva no
biorreator de 100 L foi feita apds as etapas em Erlenmeyer e frasco. E assim
sucessivamente, sendo que a curva no biorreator de 1500 L foi feita apds o
preparo do pré-inoculo até o volume de 500 L. Além disso, os experiemntos em
todas as escalas repeitaram os tempo de incubacéo do indculo para garantiruma
padronizagdao. O esquema do aumento de escala € ilustrado na Figura 7, e as
ilustragcdes nao representam as dimensdes e as condicdes dos biorreatores
utilizados, que ndo podem ser divulgadas para fins de segredo industrial, porém,

sdo Uteis para a representacdo de como é feito o escalonamento.

Os cultivos em Erlenmeyers sao agitados em mesas magnéticas e os em
frascos de vidro sdo agitados por aeragao. J4, os biorreatores sdo aerados e
agitados por um impelidor. O reator utilizado na escala de 1500 L possui
capacidade total de 3000 L, porém o volume util utilizado foi de 1500 L. J&, nas
escalas anteriores, o volume util final do tanque € o0 mesmo que o volume do

biorreator.
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Figura 7 — Aumento de escala.
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200 ml 7L

Fonte: Autoria prépria.

E importante ressaltar que de uma escala para outra a proporcéo varia
devido aos diferentes volumes de inoculo, porém, a propor¢gao nao varia de um
experimento para o outro. Foram coletadas duas amostras de cada ponto da
curva para analises estatisticas de média e desvio padrdo. A Figura 8 mostra o
esquema de aumento de escala evidenciando a porcentagem de inoculo entre

as diferentes etapas.

Figura 8 — Aumento de escala explicitando as propor¢des de inoculo entre as
etapas.

Laboratério Escala 100 L Escala 500 L Escala 3000 L

2,86% 7,00% 20% 33,3%
> > —> ——>

Fonte: Autoria propria.

5.3 Curva de Crescimento

As curvas de crescimento foram feitas coletando-se amostra do frasco de
vidro e dos biorreatores a cada 60 min a partir da inoculacao, para analises de
pureza (verificar se ndo ha a presenga de nenhuma bactéria contaminante no

cultivo), absorbancia e pH. As amostras foram coletadas até que a variagao de
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absorbancia entre as amostras ndo ocorresse mais, equivalendo-se a fase
estacionaria. As analises de pureza foram feitas através do estriamento de caldo
em placas contendo meio solido TSA em fluxo laminar e foram feitas para
verificar se nao havia qualquer tipo de contaminagdo no experimento. A
absorbancia foi analisada em um e espectrofotdmetro em um comprimento de
onda de 526 nm e o pH foi analisado em pHmetro. Os graficos das curvas de
crescimento foram plotados em softwares como Excel e Minitab, levando em
conta os valores de absorbancia no decorrer do tempo. Além disso, purezas e
analises de concentracao celular foram feitas em cada etapa de inoculagao para

garantir a qualidade do experimento.

5.4 Modelagem Matematica e Analise de Dados

Os dados de absorbancia, pH e tempo foram plotados no Excel.
Primeiramente, foi calculado o y = log(N/No) ja que o modelo de Gompertz
(Equacédo 3) analisa diretamente o y. Com isso, os dados foram inseridos no
programa estatistico Minitab para o ajuste nado linear. Os valores de cada
parametro foram feitos por suposicdes e observagcado de cada experimento, e o
programa auxilia na determinacdo do valor inicial. No caso das curvas de
crescimento, o valor inicial do parametro a foi definido como 2, valor observado
que os experimentos apresentaram de absorbancia na fase estacionaria. Os
valores dos parametros iniciais foram determinados com a observagao da curva
de crescimento feita com os valores experimentais e no Minitab sdo expressos
em uma outra nomenclatura, Thetal equivale ao parametro a, referente a
capacidade maxima de suporte do meio, Theta2 é referente ao parametro b que
esta relacionado com o ponto de inflexdo e por fim, Theta3 é associado ao
parametro c referente a taxa de crescimento, lembrando que os paradmetros
estimados sao para o ajuste dos valores de y. O Minitab ajustou os parametros
para cada curva através do método dos minimos quadrados, expressando a
equacao do modelo para cada situagao. O valor de absorbancia foi utilizado para
as analises indiretas de concentracao celular, ja que na industria € necessaria
uma tomada rapida de decisdo, a qual é feita levando em conta o valor da

absorbancia.
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Com a expressao ajustada, foi possivel simular dados a cada 60 min para
os valores de y para prever o crescimento da bactéria. Aléem disso, foi feita a
conversdo de y em concentragdo celular indireta usando a expressdo de
definicdo de y [y = log (N/No)], e assim, foi possivel encontrar os valores de

densidade optica simulada em cada tempo.

A modelagem foi analisada utilizando o valor de S (soma dos erros
quadrados) oferecido pelo ajuste de dados néao lineares no Minitab. Quanto
menor S, menor a soma dos erros de todos os pontos experimentais, quando
comparados com os pontos do modelo. Assim, um valor baixo de S indica que o

modelo se ajustou bem os dados.

5.5 Calculo da taxa especifica de crescimento

Apo6s a modelagem e simulagcédo dos dados, calculou-se a velocidade de
crescimento utilizando a definicdo de GADEN mencionada na literatura através
da Equacdo 1 (GADEN, 1955), sendo possivel analisar o comportamento
cinético de crescimento. A velocidade especifica maxima de crescimento foi
obtida pelo maior valor de px. Um grafico de taxa de crescimento foi plotado no
Excel e o valor de dX/dt foi calculado utilizando o programa Scilab com o

comando splin (t,X).

5.6 Determinacgao das fases de crescimento

A determinacao das fases de crescimento foi feita através da analise de
cada um dos graficos de crescimento bacteriano. A fase exponencial foi
determinada linearizando a Equagao 2 e verificando em qual intervalo de tempo
€ possivel obter o maior valor de coeficiente de correlagao linear (R?), ja que a
fase exponencial consiste no periodo onde o crescimento € linear, maximo e

constante.

6. RESULTADOS
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Os resultados demonstram as analises de dados obtidos de cada escala
de maneira independente. Estes dados estdo apresentados em tabelas,
seguindo das discussdes sobre a modelagem matematica, os calculos e graficos
da curva de crescimento e taxa especifica de crescimento. Vale ressaltar, que
os resultados das purezas de todas as amostras coletadas n&o apresentaram a

interferéncia de nenhum contaminante em todos os testes.

6.1 Escala Frascode 7 L

Os resultados do experimento na escala de 7 L estdo apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2: Curva de crescimento escalade 7 L
Absorbancia (540 nm)

Tempo (h) pH y
1 2 Média
1,0 0,256 0,248 0,252 6,39 0,0000
2,0 0,261 0,257 0,259 6,44 0,0119
3,0 0,294 0,292 0,293 6,44 0,0655
4,0 0,317 0,315 0,316 6,42 0,0983
50 0,336 0,333 0,335 6,41 0,1230
6,0 0,362 0,365 0,364 6,50 0,1591
7,0 0,390 0,398 0,394 6,52 0,1941
8,0 0,510 0,514 0,512 6,48 0,3079
9,0 0,548 0,543 0,546 6,51 0,3354
9,7 0,616 0,621 0,619 6,49 0,3899
25,0 1,423 1,425 1,424 6,17 0,7521
26,0 1,440 1,452 1,446 6,22 0,7588
27,0 1,455 1,462 1,459 6,25 0,7625
28,0 1,470 1,473 1,472 6,36 0,7664
29,0 1,485 1,490 1,488 6,30 0,7711
30,0 1,502 1,509 1,506 6,29 0,7763
31,0 1,517 1,519 1,518 6,28 0,7799
32,0 1,521 1,526 1,524 6,21 0,7814
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33,0 1,546 1,547 1,547 6,23 0,7879

49,5 1,657 1,656 1,657 5,87 0,8178
50,5 1,652 1,652 1,652 5,83 0,8166
51,5 1,657 1,658 1,658 5,80 0,8181
52,5 1,665 1,663 1,664 6,00 0,8198

Na Tabela 2, estdo os resultados da obtidos pela medida da absorbancia
de duas amostras no mesmo ponto. Nota-se que os pontos foram coletados a
cada 60 min, aproximadamente. Além disso, foi possivel perceber que o pH
apresentou uma tendéncia de acidificacdo no decorrer do tempo como mostrado

na Figura 9.

Figura 9 — Variagcdo do pH em relagéo ao tempo obtido na escalade 7 L

6,75

6,5

L 6,25

5,75

Tempo (h)

Fonte: Autoria prépria.

Até o tempo de incubagdo de 10 h, o valor de pH tendeu a um ligeiro
aumento (6.4 a 6.5), porém depois a tendéncia geral foi que ocorresse a
acidificagdo do meio. Nado houve um controle automatico de pH no frasco, logo

foi dificil visualizar a real interferéncia dessa variagao no crescimento celular.
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Os valores de y (y = log(N/No)) foram mostrados na Tabela 2, isso porque
o modelo matematico de Gompertz faz o ajuste dos dados para os valores y, e
posteriormente foi feita a conversao de y para absorbancia utilizando a mesma

expressao.

Ap6s a modelagem matematica no Minitab foi possivel ajustar os
parametros e comparar com os valores iniciais, além da analise do erro da

modelagem. Esses valores sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Parametros iniciais e ajustados
escala7 L.

Parametros

Valores Iniciais Estimativas

Theta1 0,8 0,79908
Theta2 1 1,54002
Theta3 0,1 0,18616
S (Erro) 0,0170066

Os valores para o modelo de Gompertz foram utilizados para o ajuste dos
dados de y, e foi possivel perceber que os valores iniciais foram condizentes
com os valores estimados, além disso o valor de S foi consideravelmente baixo,
levando a conclusdo que o modelo ajustou bem os dados como mostrado na
Figura 11 fornecida pelo Minitab, onde foi possivel comparar os valores reais e

os ajustados, bem como a visualizagéo da expressao ja ajustada.
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Figura 11 — Valores de y ajustados e expressdo estimada
(Valores de tempo e horas)
Grafico de Linha Ajustada
y = 0,799078 * exp(-exp(1.54002 - 0,186162 * t))
09
2000

08

07
06
05
04
03
02
01

00

Fonte: Autoria propria.

O ajuste da expressao apresentado na Figura 11, permitiu simular valores
as quais as leituras nao foram possiveis de serem feitas. Isso aconteceu pois,
durante o periodo noturno, ndo havia analista em horario de trabalho para a
realizacdo das analises, e com a modelagem é possivel fazer a simulagao
desses dados de uma em uma hora até 60 horas para o calculo de y a foi feita a
conversao para absorbancia e construida a curva de crescimento com os dados

simulados, como apresenta a Figura 12.
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Figura 12 — Curva de crescimento escala de 7 L.
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Fonte: Autoria propria.

Com o grafico apresentado na Figura 12 demonstrou que o modelo de
Gompertz foi util para o ajuste dos dados de absorbancia, porém é possivel que
o erro tenha sido influenciado pela pequena quantidade de amostras analisadas

na fase exponencial de crescimento.

Analisando os dados, notou-se que a fase /ag foi pouco significativa na
curva de crescimento de Rhizobium sp na escala de 7 L, com duragdo menor
que 5 h. Como a medida da concentracao celular foi feita de maneira indireta por
absorbancia, nao foi possivel identificar a fase de morte celular, caracterizada

pelo declinio na curva de crescimento.

Com a Equacao 1 foi possivel obter a taxa especifica de crescimento (u).
Os valores de dN/dt foram calculados no programa Scilab 5.5.2 com o comando
splin(t,N). O grafico que descreve o comportamento da taxa especifica de
crescimento esta representado na Figura 13. A curva foi construida utilizando os

valores de absorbancia simulados no mesmo intervalo de tempo de 0 a 60 horas.
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Figura 13 — Variagc&o da taxa de crescimento escala 7 L.
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Fonte: Autoria propria.

Fica claro que, ap6s 8 h, o microrganismo atingiu a velocidade maxima de
crescimento de aproximadamente 0,126 h-'. No entanto, enquanto ndo atingiu a
velocidade maxima, notou-se um aumento significativo de y, sugerindo que a

fase lag de crescimento realmente n&o foi muito expressiva.

6.2 Escala Biorreator de 100 L

Os resultados do teste na escala de 100 L estdo apresentados na Tabela

Tabela 4: Curva de crescimento escala de 100 L.
Absorbancia (540 nm)

Tempo (h) 1 2 Média PH y
0,5 0,221 0,216 0,219 6,81 0
1,5 0,279 0,267 0,273 6,83  0,0967
2,5 0,382 0,379 0,381 6,85  0,2409
3,5 0,522 0,514 0,518 6,75  0,3749
4,5 0,695 0,688 0,692 6,78  0,5003
5,5 0,832 083 0,831 6,72  0,5801

30



6,5 0,977 0,972 0,975 6,71 0,6493

7,5 1,068 1,065 1,067 6,70 0,6885
8,5 1,129 1,128 1,129 6,60 0,7131
9,5 1,185 1,186 1,186 6,58 0,7345
10,5 1,249 1,246 1,248 6,54 0,7566
11,5 1,308 1,303 1,306 6,53 0,7763
12,5 1,375 1,374 1,375 6,55 0,7987
13,5 1,436 1,437 1,437 6,53 0,8179
14,5 1,502 1,506 1,504 6,91 0,8378
22,5 1,667 1,668 1,668 6,55 0,8826
23,5 1,665 1,669 1,667 6,47 0,8825
24,5 1,672 1,673 1,673 6,40 0,8839
25,5 1,676 1,675 1,676 6,46 0,8847
26,5 1,725 1,722 1,724 6,39 0,897
27,5 1,722 1,727 1,725 6,33 0,8972
28,5 1,733 1,731 1,732 6,21 0,8991
29,5 1,756 1,745 1,751 6,18 0,9037
30,5 1,759 1,754 1,757 6,27 0,9052
31,5 1,771 1,766 1,769 6,17 0,9082
32,5 1,784 1,781 1,783 6,09 0,9116
33,5 1,768 1,777 1,773 6,04 0,9091
34,5 1,774 1,775 1,775 6,02 0,9096
35,5 1,789 1,779 1,784 5,98 0,9119
36,5 1,795 1,786 1,791 5,92 0,9135
46,5 1,781 1,785 1,783 5,74 0,9117
47,5 1,796 1,788 1,792 5,68 0,9139

Os resultados da Tabela 3 explicitam a absorbancia de duas amostras no
mesmo ponto. Nota-se que os pontos foram coletados a cada 60 min,
aproximadamente. As coletas nos biorreatores possuem mais pontos de

amostragem pois durante a realizagdo dos testes nas escalas de 100 e 500 L
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foram feitas leituras de absorbancia durante o periodo noturno. A analise de pH
nessa escala seguiu uma tendéncia de ligeira acidificagdo como mostra a Figura
14.

Figura 14 — Variacao do pH escala de 100 L.
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Fonte: Autoria propria.

O pH decaiu até atingir um valor de aproximadamente 5,7. Também né&o
ha um controle automatico de pH na escala de 100 L, logo também é dificil

visualizar a real interferéncia dessa variagao no crescimento celular.

Ao se fazer a modelagem matematica, obteve-se os parametros

estimados a partir dos valores iniciais como mostra a Tabela 5.

Tabela 5: Parametros iniciais e ajustados
escala 100 L.

Parametros

Valores Iniciais Estimativas

Theta1 0,9 0,891619
Theta2 1 1,06303
Theta3 0,2 0,31783
S (Erro) 0,0321856

Os valores iniciais e os ajustados também foram condizentes, além disso,

o valor de S foi baixo, levando a conclusédo que o modelo também ajustou bem
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os dados. Isso fica claro quando grafico dos valores de y estimados e

experimentais sdo comparados no grafico apresentado na Figura 15.

Figura 15 — Valores de y ajustados e expressao estimada.

Grafico de Linha Ajustada
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Fonte: Autoria propria.

E possivel notar que os valores experimentais ficaram préximos dos
valores ajustados, principalmente na fase exponencial e na fase estacionaria.
Porém, no momento de transicdo entre as duas fases, os valores ajustados se
distanciaram um pouco dos valores reais. Isso provavelmente contribuiu para
que o valor de S nessa escala tenha sido ligeiramente superior quando
comparado com a escala anterior. Uma possivel explicacdo para esse
distanciamento seria a ndo coleta e amostras entre 14,5 e 22,5 horas,

influenciando no ajuste de dados pelo modelo.

Com a expressao ajustada apresentada na Figura 15, também foi possivel
simular valores que nao foram possiveis realizar a leitura. Entdo a modelagem
auxilia na simulagdo desses dados a cada 60 min por tempo total de até 50 h
para o calculo de y que também foi convertido para absorbancia. A curva de

crescimento esta ilustrada na Figura 16.
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Figura 16 — Curva de crescimento escala de 100 L.
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Fonte: Autoria prépria.

O grafico mostra que o modelo de Gompertz também modelou bem os
dados de absorbancia, porém, também houve o desvio do ajuste na transi¢ao da
fase exponencial para a fase estacionaria. Porém, devido ao acumulo de erros,
houve também um desvio um pouco maior na fase estacionaria quando

comparado com o grafico dos valores de y ajustados.

Nessa escala também é perceptivel que a fase lag é pouco significativa,
com duragao menor que 3 h. Como a medida da concentracao celular é feita de
maneira indireta por absorbancia, também nao é possivel identificar a fase de
morte celular, caracterizada pelo declinio na curva de crescimento. E possivel
notar também que o crescimento na escala de 100 L foi mais acelerado que na

escala anterior.

A variagéo da taxa especifica de crescimento esta apresentada no grafico

da Figura 17.
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Figura 17 — Variagdo da taxa de crescimento escala 100 L.
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Fonte: Autoria propria
Nesse caso, a velocidade especifica de crescimento maxima foi atingida
por volta das 3 horas com o valor de 0,2386 h-', mostrando que praticamente
nao ocorreu fase lag significativa. Além disso, a valor de pmax ter sido alcangado

antes de 5 h mostra que o crescimento aconteceu de maneira mais rapida que a

escala anterior.

6.3 Escala Biorreator de 500 L

Os resultados do teste na escala de 500 L estdo apresentados na Tabela

Tabela 6: Curva de crescimento escala de 500 L
Absorbancia (540 nm)

Tempo (h) 1 2 Média PR Y
0,5 1,341 1,337 1,339 6,90 0,0000
1,5 1,349 1,350 1,350 6,84 0,0034
2,17 1,379 1,380 1,380 6,88 0,0129
2,5 1,417 1,417 1,417 6,78 0,0246
3,5 1,520 1,518 1,519 6,69 0,0548
4,5 1,622 1,620 1,621 6,73 0,0830
5,5 1,673 1,670 1,672 6,80 0,0963
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6,5
7,5
8,5
17,5
18,5
19,5
20,5
21,5
22,5
23,5
24,5
25,5
26,5
27,5
28,5
29,5
30,5
31,5
32,5
41,5
42,5

1,717
1,796
1,854
2,171
2,196
2,219
2,236
2,257
2,272
2,290
2,301
2,306
2,331
2,348
2,351
2,357
2,354
2,357
2,351
2,364
2,368

1,714
1,801
1,856
2,175
2,197
2,215
2,234
2,255
2,272
2,289
2,302
2,305
2,335
2,341
2,352
2,360
2,358
2,362
2,334
2,380
2,371

1,716
1,799
1,855
2,173
2,197
2,217
2,235
2,256
2,272
2,290
2,302
2,306
2,333
2,345
2,352
2,359
2,356
2,360
2,343
2,372
2,370

6,92
6,97
6,95
7,08
7,10
7,09
7,15
7,04
7,14
6,99
7,03
6,93
7,00
7,05
7,00
7,11
7,07
7,08
7,04
6,90
6,79

0,1076
0,1281
0,1416
0,2103
0,2150
0,2190
0,2225
0,2266
0,2296
0,2330
0,2352
0,2360
0,2411
0,2433
0,2446
0,2459
0,2454
0,2460
0,2429
0,2483
0,2479

Os resultados da Tabela 6 explicitam a absorbancia de duas amostras no

mesmo ponto. Assim como na escala de 100 L, houve mais pontos de coleta. A

analise de pH nessa escala ndo seguiu uma tendéncia linear, levando em conta

que diminuiu no comego e depois aumentou e se manteve proximo a

neutralidade. A Figura 18 ilustra o comportamento do pH no decorrer da curva.
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Figura 18 — Variac&o do pH escala de 500 L.
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Fonte: Autoria prépria.

Pelos mesmos motivos das escalas anteriores, ndo ha como saber os

efeitos da variagcado de pH no crescimento celular.

Os parametros cinéticos iniciais e estimados do modelo matematico séo
mostrados na Tabela 7.

Tabela 7: Parametros iniciais e ajustados
escala 500 L.

Parametros

Valores Iniciais Estimativas

Theta 0,2 0,24016
Theta2 1 1,25068
Theta3 0,2 0,22302
S(Erro) 0,0090110

Os parametros iniciais e os ajustados estdo condizentes, além disso, o

valor S também foi baixo, significando que o modelo foi util para ajustar os dados
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de crescimento. A comparacgao entre os dados reais e os experimentai de y esta

evidente no grafico da Figura 19.

Figura 19 — Valores de y ajustados e expressao estimada.

Grafico de Linha Ajustada
y = 0,240161 * exp(-exp(1,25068 - 0,223021 * t))
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Fonte: Autoria prépria.

Os valores experimentais ficaram préximos dos valores ajustados
principalmente na fase exponencial. Entretanto, é perceptivel um pequeno
distanciamento dos pontos reais em relagdo ao modelo na transicdo entre as
fases logaritmica e estacionaria, que provavelmente aconteceu pela falta de

pontos entre as duas fases.

A expressao ajustada da Figura 19 foi utilizada para simular valores que
nao foram possiveis realizar a leitura. Os pontos foram simulados de uma em
uma hora até 50 horas para o calculo de y que também foi convertido para

absorbancia. A curva de crescimento esta ilustrada na Figura 20.
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Figura 20 — Curva de crescimento escala de 500 L.
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Fonte: Autoria prépria.

Apos a conversao para absorbancia, o modelo se mostrou coerente com
os dados experimentais, mas também ha um distanciamento dos dados
experimentais em relagdo aos dados ajustados durante a transigcao entre a fases
exponencial e estacionaria. A fase lag também nao é muito expressiva, assim
como nas escalas anteriores. E possivel perceber também nessa escala que a
bactéria Rhizobium sp €& considerada de crescimento rapido, ja que a fase
estacionaria acontece antes de 24 h. Isso € perceptivel nas escalas anteriores

também.

A variacao da taxa especifica de crescimento esta apresentada no grafico

da Figura 21.
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Figura 21 — Variagdo da taxa de crescimento escala 500 L.
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Fonte: Autoria prépria.

A velocidade especifica de crescimento maxima foi atingida por volta das
6 horas com o valor de 0,0452 h-', mostrando que o grafico de u é relevante para

entender onde comega e termina cada fase.

E interessante perceber que a velocidade especifica maxima é
consideravelmente menor quando comparado com as escalas anteriores, além
disso, o valor de absorbancia inicial & diferente entre as escalas, e isso interfere
diretamente no crescimento celular, ja que uma quantidade maior de células no
inicio do experimento exige uma concentragdo maior de substrato. Isso acontece

devido a um aumento na proporgao do inoculo como mostrado na Figura 8.

6.4 Escala Biorreator de 1500 L

Os resultados do teste na escala de 1500 L estao apresentados na Tabela

Tabela 8: Curva de crescimento escala de 1500 L.
Absorbancia (540 nm)
Tempo (h) pH y
1 2 Média

0 0,990 0,981 0986 6,80 0,0000
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1 1,061 1,054 1,058 6,93 0,0306

2 1,094 1,083 1,089 6,86 10,0432
3 1,160 1,155 1,158 6,95 0,0699
4 1,196 1,185 1,191 6,90 0,0821
5 1,260 1,252 1,256 6,96 0,1053
6 1,295 1,291 1,293 6,98 0,1179
7 1,340 1,336 1,338 6,94 0,1328
16 1,593 1,584 1,589 6,90 0,2073
18,5 1,617 1,613 1,615 6,81 0,2145

Os resultados da Tabela 8 explicitam a absorbancia de duas amostras no
mesmo ponto. Essa escala teve menos pontos coletados devido a necessidade
de esvaziar o tanque para atender a demanda da producéo, porém, os dados

coletados até 18,5 h foram utilizados para a analise.

Os resultados de pH até o tempo de 18,5 h nessa escala ndo foram muito
conclusivos, porém se os valores se mantiveram entre 6,8 e 7,0, proximos a
neutralidade como mostra o grafico da Figura 22. Porém, seriam necessarios

mais dados para analisar os reais efeitos do pH no crescimento da bactéria.

Figura 22 — Variagdo do pH escala de 1500 L.
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Fonte: Autoria prépria.
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Os parametros cinéticos iniciais e estimados do modelo matematico séo
mostrados na Tabela 9.

Tabela 9: Parametros iniciais e ajustados
escala 1500 L.

Parametros
Valores Iniciais ESti";ativa
Theta1 0,2 0,217730
Theta2 1 0,991630
Theta3 0,2 0,253755
S(Erro) 0,0070284

Os parametros iniciais e os ajustados estdo condizentes, além disso, o
valor S também foi baixo, significando que o modelo foi util para ajustar os dados
de crescimento. A comparacgao entre os dados reais e os experimentai de y esta

evidente no grafico da Figura 23.

Figura 23 — Valores de y ajustados e expressao estimada.

Grafico de Linha Ajustada
y = 0,21773 * exp(-exp(0,99163 - 0,253755 * 1))
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Fonte: Autoria propria.
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Os valores experimentais ficaram proximos dos valores ajustados.
Entretanto, € interessante ressaltar que essa escala teve poucos pontos
coletados, entdo é possivel que o modelo ndo tenha ajustado bem os dados que

estdo faltando, podendo nao ter representado os dados experimentais.

A expressao ajustada simulou os valores que nao foram possiveis realizar
a leitura. Os pontos foram simulados de uma em uma hora até 30 h para o calculo
de y que também foi convertido para absorbancia. A curva de crescimento esta

ilustrada na Figura 24.

Figura 24 — Curva de crescimento escala de 1500 L.
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Fonte: Autoria prépria.

A curva de crescimento construida com a absorbancia mostra que os
dados ajustados e os dados experimentais estdo bem proximos. Mais uma vez,
a fase lag nao é muito significante, e a fase logaritmica comecga por volta das 3
horas e se estende até as 10 h aproximadamente, quando comecga a

desaceleracao da curva e comeco da fase estacionaria.

Também fica claro que nessa escala a absorbancia inicial comegou mais
alta que nas escalas de 7 e 100 L, o que também é justificado pela alta proporgéo

de inoculo representada na Figura 8. Quanto maior a quantidade de células,
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maior o consumo de substrato e se ndo ha nutrientes suficiente, os efeitos da

inibicdo s&o maiores, como aconteceu com a escala de 500 L.

A variacao da taxa especifica de crescimento esta apresentada no grafico
da Figura 25.

Figura 25 — Variagdo da taxa de crescimento escala 1500 L.
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Fonte: Autoria propria.

A velocidade especifica de crescimento maxima foi atingida por volta das
4 h com o valor de 0,0468 h-'. A taxa de crescimento nesse caso também foi
bem menor quando comparado com as escalas de 7 e 100 L, revelando uma
dificuldade maior de crescimento. Isso também ocorre por causa da grande
propor¢gao de inoculo, que nesse caso atinge 33,3% do volume util de

crescimento.

6.5 Comparacgao entre as escalas

A fase exponencial de cada escala foi definida com a Equacado 2
linearizada ao aplicar logaritmo neperiano em ambos os lados, e assim,
verificando o valor de R? que melhor representa o periodo de tempo em que o

crescimento permance linear. A Figura 26 evidencia a fase logaritmica de cada
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escala e também apresenta as equagdes da reta e o coeficiente de correlagéo
linear.
Figure 26: Grafico de definicdo da fase exponencial em todas as escalas. As

linhas vermelhas representam as fases exponenciais, e as equacgodes referentes
a cada escala também estao representadas no grafico
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E possivel perceber que em todas as escalas produtivas foi possivel obter
a fase exponencial pelo método de linearizagdo, ja que a todasas equagdes

apresentaram coeficiente de correlagao linear acima de 0,99. O Bi

Com os resultados graficos cinéticos obtidos em cada uma das escalas,
€ possivel fazer uma comparacao entre as fases de crescimento entre elas e
assim perceber diferencas pertinentes que interferem na curva cinética. A Tabela
10 demonstra os dados de parametros importantes para a analise cinética, como
a valor de pmax, tempo de duracao das fases de crescimento, absorbancia final
(relacionada a fase estacionaria e a concentragao celular) e também o valor S,

referente ao erro da modelagem.
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Tabela 10: Valores cinéticos e da modelagem para comparacéo entre as
escalas.

Escala Int()‘;:;lo S Fas(ﬁ)lag tmax (h) Fase Ex(rl:t))nenmal R2 Ifi«rt::l

7L 2,86 0,017 <5 0,12584 5-11 0,9996 1,586
100 L 7 0,0322 <3 0,23859 1-6 0,9990 1,702
500 L 20 0,009 <3 0,04520 3-9 0,9995 2,328
1500 L 33,3 0,007 <3 0,04678 1-7 0,9991 1,626

E notdrio perceber que as escalas de 500 e 1500 L apresentaram valores
consideravelmente mais baixos de pmax, 0 que indica uma dificuldade no
crescimento das células. Isso muito provavelmente esta relacionado com as

proporgoes de inoculo que cada tanque recebe, 20 e 33,3% respectivamente.

A escala de 7 L tem um comportamento um pouco diferente por se tratar
de uma escala laboratorial, sendo que o baldo é inoculado com 200 ml de
inoculo, representando uma porcentagem de inoculo baixa. Além disso, isso
interfere diretamente na concentragao final, ja que o valor final de absorbancia
nao ultrapassou 1,700. Esse motivo interfere também no inicio da fase
exponencial, que acontece um pouco mais tarde (Por volta de 5 h) que as
escalas seguintes. Os testes laboratoriais sdo muito importantes, porém, futuros

estudos de otimizacéo estao focados nas escalas maiores.

Os valores de S foram baixos em todas as escalas, evidenciando que o
modelo de Gompertz obteve sucesso em ajustar os dados experimentais. As
escalas de 7 e 100 L apresentaram valores ligeiramente mais altos em relagéo
as escalas maiores, e foi perceptivel alguns valores um pouco distantes do ajuste
na transigcao entre as fases exponencial e estacionaria. Uma possivel explicagao
para esse distanciamento é que houve periodos onde amostras nao foram

coletadas, podendo ter interferido no momento do ajuste.

Por se tratar de uma bactéria de crescimento rapido, a fase lag nao
interfere muito no crescimento celular, sendo que quase todas as escalas
apresentaram fases lag abaixo de 3 horas. Apenas na escala de 7 L que a fase
lag durou cerca de 5 horas, sendo que foi a escala a receber uma quantidade

menor de indculo.
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Em relacdo a cinética, a escala de 100 L apresentou os melhores
resultados, com o maior valor de pmax, menor duragao da fase logaritmica e
atingiu valores altos de absorbancia rapidamente. Porém, em relagcdo a
concentragao celular, o tanque de 500 L foi o que revelou o melhor resultado,
apresentando valores e absorbancia maiores que 2,000. Levando em conta os
critérios de liberagcdo de produto e analises do departamento da qualidade, o
caldo pode ser liberado apos atingir uma absorbéncia de 1,600 sem nenhuma
nao conformidade de concentragdo. O grafico da Figura 27 representa a

comparagao entre a variagao da taxa de crescimento de cada escala.

Figura 27 — Comparagao da taxa de crescimento.
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Fonte: Autoria prépria.

Fica evidente que a escala de 100 L se sobressai em relagdo as outras
escalas. E comprovado também que a escala de laboratério demora um pouco
mais para comecgar a fase logaritmica, a além disso, fica claro o quanto as
escalas de 500 e 1500 L apresentam uma deficiéncia de crescimento, causada

principalmente pela alta proporgéo de indculo.
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7. CONCLUSAO

Mesmo com pequenos desvios dos pontos experimentais, o modelo de
Gompertz apresentou resultados positivos para ajustar os dados da curva de
crescimento do Rhizobium sp, apresentando baixos valores de erros em todas
as escalas. Além disso, com a metodologia utilizada, foi possivel definir as fases
de crescimento microbiano que sao importantes para a transferéncia de escalas
e para a liberagao de produtos. A variagao da taxa especifica de crescimento foi
possivel ser calculada utilizando a férmula apresentada na teoria, e foi de
extrema importancia para a definicdo das fases de crescimento e para seguir
com a analises futuras de melhorias. Ao se comparar as escalas, notou-se que
a escala de 100 L apresentou parametros cinéticos mais desejaveis, levando em
consideragao a velocidade de crescimento. Por outro lado, as escalas maiores
foram afetadas pela alta propor¢ao de inoculo, reduzindo bastante o valor da
taxa de crescimento. E importante ressaltar que as curvas de crescimento ndo
foram feitas em mais repeticdes devido a dificuldade de disponibilidade dos
biorreatores, ja que os experimentos foram feitos utilizando tanques
compartilhados com a Producédo. Por fim, o trabalho em questao foi importante
para apresentar de uma maneira mais clara os dados de curvas de crescimento,
além de analisar parametros diferentes que apenas concentragao indireta de
células. Ha projetos sendo realizados para a implementagao de melhorias nos
biorreatores, como a instalacdo de sondas de densidade 6ptica e turbidez, além
de instrumentacdo para analisar outros fatores, como por exemplo, a

concentracado de oxigénio dissolvida.
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