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RESUMO — O presente trabalho objetivou o desenvolvimento de programas
simuladores e rotinas de estimativa ndo-linear de parametros utilizando o software
livie EMSO (Environment for Modeling, Simulation and Optimization) visando a
simulacdo e discrimina¢do de modelos cinéticos mais adequados para a produgao
da bactéria Herbaspirillum seropedicae em biorreatores em batelada. Este
microrganismo se mostra como um potencial inoculante no mercado agricola por
apresentar a capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico, além de produzir fito-
hormdnios promotores de crescimento em plantas. Os dados experimentais estdo
disponiveis na literatura e levam em consideragdo trés meios de cultura distintos,
sendo otimizagoes derivadas do meio DYGS (Dextrose Yeast Glucose Sucrose).
Os programas simuladores, desenvolvidos em EMSO, possibilitaram a avaliacao
da cinética e a determinacao dos parametros dos modelos de Monod, de Moser, de
Contois & Fujimoto e de Andrews. Apos a determina¢do dos parametros, por
meio da ferramenta Estimation, disponivel no EMSO, foi possivel proceder a
discriminacdo dos modelos cinéticos mais adequados para cada meio de cultura
considerado, tomando como critérios de discriminagdo os coeficientes de
determinagdo (R?) e os desvios relativos médios (DRM). Para os trés meios
analisados, o modelo de Contois & Fujimoto apresentou os melhores resultados de
DRM e R? ou seja, menores desvios relativos médios, variando de 13 % a 20 %
para biomassa e 4 % a 9 % para o substrato, bem como os maiores coeficientes de
correlacdo, todos acima de 0,97. Além da discriminag¢do dos modelos, foi possivel
observar, por meio da estimativa de parametros, a existéncia de valores de
coeficiente de manutencdo da célula negativos. Com base nesta constatagdo, ¢
possivel considerar a hipotese de que este microrganismo tem a capacidade de
armazenar energia e utiliza-la para a sobrevivéncia.
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1. INTRODUCAO

O Brasil ¢ uma das principais poténcias agricolas mundiais € permanece em continua
expansdo. O pais se mantém como o terceiro maior exportador de graos, tendo como seus
principais produtos de exportacao arroz, milho e soja. (CONAB, 2013).

Entretanto, para que seja possivel atender a alta demanda, é necessario que haja o
desenvolvimento das culturas em sua maxima capacidade. Para isso, diversos nutrientes sao
exigidos e a maior parte dos solos brasileiros ndo ¢ capaz fornecer todos os que sdo
necessarios para o desenvolvimento da planta, sendo imprescindivel a correcdo do solo com
adubos e fertilizantes. Entre os principais nutrientes encontra-se o nitrogénio. (FERREIRA et
al., 2010)

Esse nutriente encontra-se em abundincia em nossa atmosfera, no entanto, nesta
forma, ndo ¢ diretamente assimilado pelo solo. Tendo isso em vista, o método Haber-Bosch
foi criado com o intuito de fixar o nitrogénio atmosférico transformando-o em amoniacal. No
entanto, ¢ um processo desvantajoso economicamente e ambientalmente, uma vez que ha
possibilidades de contaminagdo de lenco6is freaticos e degradagao do solo (SCHEIDT, 2015).

Uma potencial alternativa ¢ a utilizagdo de bactérias fixadoras de nitrogénio no solo.
Sao chamadas de diazotréficas as bactérias que possuem a capacidade de quebrar as ligagdes
do nitrogénio atmosférico e, juntamente com o hidrogénio, transforma-lo em nitrogénio
amoniacal, sendo assimildvel pela planta. Este processo ¢ chamado de fixacdo bioldgica de
nitrogénio (SCHEIDT, 2015).

1.1. O Microrganismo Herbaspirillum seropedicae

O microrganismo foco da pesquisa, Herbaspirillum seropedicae, ¢ diazotrofico
endofitico, isto €, permanece grande parte do seu ciclo de vida nas raizes da planta hospedeira
fornecendo os nutrientes de forma direta. Além disso, verificou-se que este género possui
mecanismos capazes de potencializar o crescimento de plantas através da produgdo de
fitohormonios promotores do crescimento, sendo denominado uma rizobactéria promotora de
crescimento de plantas (RPCP). (BALDANI et al., 1986).

O mais ativo fitohormdnio promotor de crescimento ¢ o composto indodlico acido
indol-3-acético (AIA), que proporciona diversos beneficios para planta, tais como o
favorecimento na formacgao celular, iniciacdo das raizes laterais, na formagao de gemas florais
e no desenvolvimento do fruto. (BASTIAN et al., 1998)

Tendo em vista as caracteristicas dessa bactéria, ¢ coerente considerar a possibilidade
da mesma ser utilizada como um inoculante. Um inoculante ¢ definido como todo produto, a
base de microrganismos, capaz de favorecer de alguma forma o desenvolvimento de plantas
ou um biofertilizante, composto por microrganismos vivos, que possuem como caracteristica
a capacidade de auxiliar de forma direta ou indireta o crescimento vegetal por meio de
diferentes mecanismos, (FERREIRA et al,, 2010; SILVA, 2009; REIS et, al,, 2009).

Para que seja utilizado como um inoculante ¢ importante que haja um estudo da
cinética do microrganismo em diversas condi¢des de operagdo, para que tenha conhecimento
mais preciso da evolucao do crescimento celular, consumo de substrato, formacao de produtos
e outros possiveis parametros que estejam relacionados ao desenvolvimento celular em cada
processo.
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Para que o estudo cinético fosse possivel, fez-se necessaria a utilizagao de um software
capaz de simular os dados experimentais obtidos na literatura, A plataforma utilizada foi o
software EMSO. Esta ferramenta atual ¢ gratuita possui uma interface de facil entendimento e
programagao simples.

1.2. O Software Livre EMSO

Na plataforma EMSO, ¢ possivel a criagdo de trés tipos de estruturas de programagao
para a descricdo do processo alvo: “model”, que ¢ a descrigdo matematica do dispositivo
(“device”) utilizado no processo; “devices”, que sdo os instrumentos utilizados no processo,
como tanques e/ou reatores; e, por fim, o “flowsheet”, que é o fluxograma do processo,
representando o conjunto de dispositivos com os modelos anexados neles (SOARES, 2007).

O comando “Estimation” permite realizar estimativa de parametros dos modelos
introduzidos no programa simulador criado previamente. Esta ferramenta realiza este processo
com base no método dos minimos quadrados ja incorporado no software, sendo necessario o
estabelecimento de uma faixa de busca. Para modelos cinéticos com muitos minimos e
maximos relativos, ¢ necessario adotar faixas mais estreitas; j& em modelos com minimos e
maximos relativos mais espacados, € possivel inserir faixas de busca mais amplas no
programa. Apds o fim do processo de estimativa de pardmetros, o programa fornece valores
de R? para o modelo e quantifica a significancia dos parametros (SOARES, 2007).

Com o auxilio das utilidades oferecidas pelo EMSO, ¢ possivel obter métodos de
comparacdo de maneira simples, mais rapidos e mais precisos que os meios convencionais.
Mecanismos como a geracdo de graficos, andlises estatisticas e a forma simples e clara de
explicitar dados, sdo principios muito tuteis para contemplar a finalidade didatica deste
trabalho, que visa a disseminacdo desta plataforma de simulagdo e modelagem entre
estudantes de graduagao e pds-graduacao. (SOARES, 2007).

Tendo em vista todas as funcionalidades do software e a necessidade de um meio de
programacdo que facilite o entendimento do comportamento da célula, o presente trabalho
objetivou o estudo cinético da Herbaspirillum Seropedicae por meio de discriminagdo de
modelos presentes na literatura com o auxilio do EMSO.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Dados Experimentais

Os dados experimentais utilizados neste trabalho foram apresentados em trabalhos
disponiveis na literatura, originados do mesmo grupo e projetos desta pesquisa, e levaram em
conta a avaliagdo do crescimento de Herbaspirillum seropedicae em trés meios de cultura
distintos.

Os meios de cultura utilizados tém como base de formacdo o meio DYGS
(RODRIGUES NETO et al,, 1986), capaz de proporcionar aos microrganismos um
crescimento acelerado, pois fornece fontes de carbono, nitrogénio e outros nutrientes, sendo
considerado um meio rico para favorecer o crescimento maximo de bactérias em um tempo de
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fermentagdo menor. Ele tem em sua composi¢do os seguintes compostos: Glicose, acido
malico, peptona bacterioldgica, extrato de levedura, acido glutdmico, K,HPO; e
MgS0.,7H,0.

A composi¢ao dos trés meios utilizados, descritos na Tabela 1, foram otimizados por
Sheidt (2015) e este presente trabalho utilizou dos resultados experimentais provenientes do
mesmo.

Tabela 1: Composicao em g/L. dos meios de cultura utilizados na pesquisa,

Meio 1 \ Meio 2 \ Meio 3
Composto Concentracio (g/L)
Glicerol 5,5 5,5 8,0
Peptona bact.. 1,5 0,0 0,0
Extrato de levedura 2,0 2,8 4,0
K,HPO,4 0,5 0,5 0,5
MgS0,4.7H,0 0,5 0,5 0,5

O aumento das concentragdes de glicerol e extrato de levedura no meio de cultura
otimizado, busca reduzir as limita¢cdes causadas pela diminui¢do dos componentes do meio de
cultura.

2.2. Modelos Cinéticos

Para que fosse possivel a descricdo do comportamento cinético da bactéria nos meios
experimentados, levou-se em consideracdo apenas a presenca do substrato e da célula no
reator. As equagoes 1 e 2 definem as cinéticas utilizadas para descrever, respectivamente, o
crescimento de célula e o consumo de substrato,onde p,em h'l, ¢ a velocidade especifica de
crescimento da célula, ps, em h'" a velocidade especifica de consumo de substrato, e Cy,em
g/L, a concentra¢do de célula no meio. Na equagdo 3, ¢ possivel observar o perfil de taxa
especifica para o consumo do substrato, sendo os parametros Yysem g de célula/g de
substrato, o fator de conversao de célula em biomassa, e ms, em g de substrato.h™!/ g de célula,
o coeficiente de manutencao da célula.

dcy
ar Uz Cx (1)
dcs

ar = —usCy (2)
Us = P:/“S + ms 3)

Para descrever a taxa de crescimento da células foram utilizados os seguintes modelos:
Monod (1949), o mais simples, levando em consideracdo a presenca de um substrato
limitante; Moser (1958) e Contois & Fujimoto (1959), também levam em considera¢ao
apenas um substrato limitante; ¢ Andrews (1968), que descreve o crescimento em um Unico
substrato limitante e inibidor. Estes modelos matematicos tém como parametros, com
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significados fisico-quimicos, a velocidade especifica maxima (uy) em h™; a limitacdo
causada pelo substrato (Ks) em g/L; e a inibi¢do proveniente do substrato (K;) em g/L; sendo
relacionados com a concentragdo de substrato no meio (Cs) em g/L. O pardmetro n, no
modelo de Moser, ndo possui significado fisico-quimicos, sendo considerado apenas um
parametro de ajuste.

Os modelos de Monod, Moser, Andrews e Contois & Fujimoto estdo apresentados,
respectivamente, nas equacoes 4, 5, 6 ¢ 7.

_ HUmGCs

X T Ke+Cs “)
Hx = Iéfl—é (5)
Hx = #f_scs (6)
e = reescam, ?

2.3. Rotina de Simulacio e Estimativa de Parametros

Para a simulacdo dos dados experimentais, foi selecionado o flowsheet como estrutura
de programacdo para a criacdo de uma rotina de simulagdo, tendo em vista que, na
metodologia adotada, foi necessaria apenas a descrigao de um equipamento, o biorreator, com
um modelo para cada programa.

Por apresentar uma linguagem muito simples, para que o programa fosse apto para a
simulagdo, foi necessario apenas indicar os pardmetros, varidveis, condi¢des de operagdo,
equagoes cinéticas e as opgdes de tempo de processo e amostragem. A estrutura do programa
estd exemplificada na figura 1.

Figura 1: Fragmento de programa do EMSO descrevendo a rotina de simulagdo do
biorreator, usando o modelo de Monod.

*F lowSheet GIOWVANEMONOD

PARAMETERS

Mim as Real (Brief = "Taxa especifica de crescimento maxmla e
Ks as Real (Brief = "Inibicdo em relacic ao substrato”

ms as Rcal (Bricf = Cocf1c1cntc de manutencao do Jub;trato b
Cso as Real (Brief "concentracdao inicial de substrato™ 5

Cxo as Real (Brief
Yxs as Real (Brief
VARIABLES

Cx as Real (Brief
Cs as Real (Brief
Mix as Real (Brief
Mis as Real (Brief
SET

"concentracdo inicial de biomassa™ J);
"Taxa de conversido de substrato em biomassa' "X

"concentracao de célula no reator’);
Con(entracao de substrato no reator gl

""Taxa especifica de crescimento de biomassa’ "
"Taxa especifica de consumo de substrato™);

Ks = 65.00;
Mim = 4.0;
ms = -0. Ol

Yxs = 0.545 ;
# Defﬂn(ia dos valores das condicées Tniciais

Cx = Cx0;
Cs = Cso
EQUATIONS
M‘\X = Mim? (5/(KS+C5) =

= wa (J/Yxs) + ms;
chff(cx) = MAxTCX
diff(cs)* h = -Mis*Cx ;

OPTIONS
TimeStart=0.0;
TimeStep = b5
TimeEnd = 25 O
TimeUnit = 'h'
Lend
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A fim de estimar os valores de parametros que melhor ajustam os resultados
simulados as curvas experimentais, foi utilizado o comando Estimation, disponivel na
plataforma EMSO.

O procedimento de estimativa de pardmetros requer a indicacdo do arquivo com os
resultados experimentais do processo de fermentacdo da Herbaspirillum seropedicae no
biorreator, assim como da faixa de busca, o flowsheet operacional e as opgoes estatisticas. O
comando pode ser observado no exemplo exposto na figura 2.

Figura 2: Fragmento de programa do EMSO descrevendo a rotina de estimativa de

parametros, usando o modelo de Monod.
Estimation GMONOD as GIOVANEMONOD

ESTIMATE

# PARAMETER START LOWER UPPER UNIT
Mim 150 0.0 2.0 2
Ks 1.0 Q0 20.0 3
ms -0.01 -0.03 0.01 s
EXPERIMENTS

# DATA FILE WEIGTH TYPE
"WAGNER_011.dat" 1 e i o
OPTIONS

Statistics(

| Fit=true,

Parameter=true,
Prediction=false

1
Significance = 0.95;
BiLateral = true;
Numlac = true;
NLPSoTver(
] MaxIterations = 100000,
File = "complex”
#File = "ipopt_emso"

X

-end

3. RESULTADOS

Foram determinados os valores dos pardmetros para cada modelo e cada meio com o
auxilio do comando Estimation. Os resultados sdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2: Valores de parametros estimados em cada modelo e cada meio.
MN - Monod, MS - Moser, AW - Andrews e CF - Contois & Fujimoto

Meio 1 Meio 2 Meio 3

MN MS AW CF MN MS AW CF MN MS AW CF

K (g/L) 11,521 | 2,574 | 60,435 | 1,644 | 21,849 | 2,651 | 64,788 | 1,369 | 237,026 | 8,472 | 43,856 | 4,999

Um (h™) 0,803 | 0,313 | 3,326 | 0,288 | 1,241 | 0,303 | 3,321 | 0,263 7,249 | 0,472 1,500 | 0,338

mq - - - - -
(gs./gc.h) | -0,020 | 0,013 | -0,014 | 0,014 | -0,015 | 0,020 | -0,015 | 0,029 | -0,009 | 0,010 | -0,015 | 0,010
Ki@n |- - 50,004 | - - - 39,198 | - - - 603,678 | -
n - 1,836 | - - - 1,615 | - - - 1,306 | - -

Pela andlise da Tabela 2, ¢ possivel constatar que foram obtidos valores negativos de
coeficiente de manutengdo (ms) na maior parte dos casos. Considera-se que esse ¢ um
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comportamento nao usual para bactérias, uma vez que a energia ¢ fornecida pelo meio para
que a célula se mantenha viva, isto €, valores positivos de coeficiente de manutengao.
Entretanto, este resultado sugere a possibilidade de que este microrganismo possui a
capacidade de armazenar energia e utiliza-la para a propria sobrevivéncia, em etapas de
restricdo de disponibilidade se substrato, porém, estudos mais aprofundados deverao ser
realizados para ratificar esta possibilidade.

Baseado nos resultados obtidos apds a simulagdo e a rotina de estimativa de

parametros, foi possivel calcular os valores do coeficiente de correlacao (R?) e do desvio
relativo médio (DRM) para cada curva de cada modelo. Os dados calculados estdo expostos
na tabela 3.

Tabela 3: Desvios relativos médios e coeficientes de correlagao calculados para cada modelo

analisado e cada meio.
MN - Monod, MS - Moser, AW - Andrews e CF - Contois & Fujimoto

Meio 1 Meio 2 Meio 3
., | DRM . | DRM . | DRM ., | DRM . | DRM . | DRM
Rl ¥ lw ¥ lew [ Y lw | ¥ lw | ¥ w
Biomassa Substrato Biomassa Substrato Biomassa Substrato

MN | 0,968 | 15,991 | 0,996 | 6,155 | 0,976 | 16,235 | 0,992 | 7,050 | 0,951 | 25,074 | 0,992 | 4,894

MS 0,972 | 15,121 | 0,989 | 6,004 | 0,970 | 16,972 | 0,985 | 7,515 | 0,942 | 26,293 | 0,989 | 5,287

AW | 0,976 | 13,437 | 0,996 | 4,119 | 0,979 | 15,544 | 0,991 | 7,422 | 0,939 | 26,555 | 0,992 | 4,457

CF 0,979 | 13,217 | 0,995 | 4,243 | 0,973 | 14,825 | 0,990 | 6,628 | 0,976 | 20,713 | 0,990 | 9,186

Por meio da andlise dos dados obtidos, foi possivel observar que, para os trés meios
analisados, o0 modelo de Contois & Fujimoto, que leva em consideragdo apenas um substrato
como limitante, apresentou os menores desvios relativos médios e os coeficientes de
correlagdo (R?) mais proximos a um, Sendo assim, ¢ possivel concluir que, para os meios
analisados nesta pesquisa e levando em consideracdo apenas o substrato e a biomassa
presente, este modelo ¢ o mais adequado para descrever o processo de fermentagdo da
bactéria Herbaspirillum seropedicae em biorreator em batelada.

4. CONCLUSAO

O software EMSO apresentou uma interface simples e de facil programacao até para
sistemas como os tratados neste trabalho, envolvendo equacdes algébricas e diferenciais
acopladas.

O modelo de Contois & Fujimoto, que leva em consideragdo apenas um substrato
limitante, apresentou resultados com desvio relativo médio (DRM) na faixa de 4 a 9% para a
curva de substrato e 13 a 20% para curva de biomassa. Além disso, apresentou valores de
coeficiente de correlacdo (R?) acima de 0,97 para curva de concentragdo de substrato e
biomassa para todos os meios de cultura estudados.

Foi possivel observar a existéncia de valores de coeficiente de manutengdo da célula
negativos, o que sugere que este microrganismo possui a capacidade de armazenar energia e
utiliza-la para a propria sobrevivéncia, em etapas de restri¢do de disponibilidade se substrato.
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