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RESUMO

As transformadas Z sdo técnicas matematicas utilizadas para a resolugao de equagdes
diferenciais lineares discretas e continuas, respectivamente. Na modelagem de processos, em
grande parte dos casos, os modelos sdo representados por equagdes diferenciais, sendo que nem
sempre dispomos de ferramentas numeéricas (programas de computador, etc.) para resolu¢do
dessas equagdes, nesses casos essas técnicas sao fundamentais para a resolugao desses sistemas
de equagdes diferenciais. Existem diferentes métodos analiticos para determinar o
comportamento de uma reagdo quimica. A dificuldade de obteng¢do de um método mais preciso
¢ decorrente da complexidade e das diversas reagdes presentes no metabolismo microbiano.
Neste trabalho, o processo de fermentacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae em biorreator
Airlift foi modelado utilizando a concentragdo de biomassa e o consumo de substrato obtidas
experimentalmente. Utilizando a levedura liofilizada foi preparado 3 cultivos no biorreator.
Foram utilizados dois modelos cinéticos descritos na literatura (Monod e Verhulst) e aplicou-
se as transformadas Z e as transformadas de Laplace para a resolucdo dos sistemas e montagem
do espago de estados para cada modelo. Utilizando dados colhidos experimentalmente e as
modelagens matematicas de cada modelo, foi possivel analisar a precisdo de cada modelo, em
relacdo aos dados coletados. Observou-se através dos resultados obtidos que os modelos de
Verhulst e Monod ndo se ajustaram aos pontos experimentais para a modelagem da
concentragdo de substrato nos experimentos testados. Entretanto, para a modelagem da
concentragdo de células pode-se observar que os modelos se ajustaram apresentando o perfil de
crescimento ao longo do cultivo. As equagdes discretas presentes nos modelos obtidos com as

transformadas Z ajustaram com todos os pontos experimentais.

Palavras-Chaves: Modelos cinéticos, Monod, Verhulst, Bioprocessos, modelagem.
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1- INTRODUCAO

O actimulo de dados empiricos, a partir de experimentos praticos e fendmenos naturais, € a
primeira tarefa a ser realizada em um dado campo do conhecimento. A teoria cientifica leva
estes dados a um sistema coerente € procura por leis gerais inerentes aos fendmenos naturais.
Usando o formalismo matematico, desenvolve-se modelos matematicos uns mais adequados
que outros, sendo possivel estudar seus comportamentos, com as leis universais. Uma
comparag¢do do funcionamento destes modelos com a realidade gera uma indicacdo do grau de

revelagdo das leis basicas do dado campo do conhecimento (EFREMOV, 2008).

Leveduras sdo fungos unicelulares, frequentemente ovais, arredondados ou elipticos, com
comprimento de 5 a 16 um (cinco vezes maiores que as bactérias). Elas se reproduzem
assexuadamente por brotamento (multiplicagdo vegetativa) e de forma sexuada (sob estresse)

por esporulagdo (LOPES, 2017).

Saccharomyces cervisiae destaca-se como uma das espécies mais exploradas
comercialmente entre as leveduras, sendo muito utilizada no Brasil € no mundo, nas industrias
de producao de etanol, cervejas, vinhos e panificagdo. Sua aplicagdo na industria esta ligada aos
processos fermentativos, devido a sua capacidade (quando na fase anaerébica) de converter

rapidamente acticares em etanol, dcidos organicos e gas carbonico (NEVES, 2003).

A cinética microbiana envolvida no estudo do cultivo de micro-organismos afeta
diretamente a eficiéncia do cultivo. Esta esta ligada a formacdo de produtos e o crescimento
microbiano. A formacao de produto e o crescimento do micro-organismo ¢ determinada por um

complexo processo microbioldgico e fatores essenciais controlados (CAO et al.,1998).

Assim, uma das maneiras mais eficazes de verificagdo de como entendemos a cinética
microbiana deve ser feito a partir da constru¢do de modelos matematicos desses processos.
Estes modelos possuem a variagdo das concentragdes de células, substratos e produtos. Os
modelos cinéticos Monod e Verhulst descrevem as concentragdes de células, substratos e
produtos, usando uma visdo geral (SMAGIN e GLAGOLEV, 2001) e possuem valor
vinculativo das intensidades (p por exemplo) do respectivo processo generalizado. Tais
modelos nao levam em conta a possivel limitagdo na coleta de dados envolvidos no cultivo. Ao
mesmo tempo, o tempo discreto pode desempenhar um papel significativo para explicar as

diferentes concentragdes finais.



O objetivo do trabalho foi a modelagem matematica da cinética microbiana em um sistema
anaerobio, de uma levedura do género Saccharomyces cultivada em biorreator de forma
batelada aerado. O problema especifico a ser resolvido neste trabalho € a constru¢do do modelo
matematico, que descreve em pormenor processos microbiologicos de crescimento celular e
consumo de substrato. A estratégia foi a utilizagdo da transformada Z na analise dos pontos

experimentais.

2- Objetivo

Construir varios modelos utilizando a cinética de Monod, Verhulst. Aplicar as equagdes
diferenciais (Transformada Z e Transformada de Laplace) em Monod. Comparar diferentes
modelos cinéticos tedricos com a transformada Z utilizando a modelagem computacional.

Verificar qual melhor descreve os pontos experimentais.

Objetivos especificos

e Realizar o cultivo da levedura buscando obter como resultado os mesmos pontos
experimentais em todos os cultivos, para comparacao dos modelos e os cultivos.

e Construir um padrao experimental para replicacdo dos dados experimentais.

e Verificar o grau de representatividade de cada modelo.

e Comparar cada modelo buscando encontrar o que melhor se encaixa nos dados
amostrais.

e Realizar estudos utilizando os modelos para determinar as condi¢des 6timas de cultivo.



3- Revisao Bibliografica
3.1 Bioprocessos

Podemos considerar como biotecnologia o desenvolvimento de métodos para
manipulacdo dos seres vivos para um objetivo socialmente desejavel. Tal objetivo pode ser a
producdo de um produto quimico especifico, ou a produgdo de melhores plantas ou sementes,
terapia genética ou o uso de micro-organismos projetados para degradar residuos. O elemento-

chave € o uso de técnicas sofisticadas para manipulacdo genética. (LIU, 2017).

A engenharia de bioprocessos € um campo amplo. Ela abrange todos os campos das
engenharias biologicas. Ela surgiu sozinha, ndo sendo uma ramificacdo interdisciplinar de
outros campos do conhecimento. Ao contrario do termo "bioengenharia", o termo engenharia
de bioprocessos ¢ especifico e bem definido. A engenharia do bioprocessamento enfatiza a
engenharia e as ciéncias dos processos industriais de base bioldgicas. Como por exemplo:
biocatalise, manipulagcdo de micro-organismos para um objetivo sustentavel e socialmente
desejavel e utilizagdo de biomassa para um objetivo sustentavel e socialmente desejavel. A
engenharia de bioprocessos ndo ¢ baseada em um Unico substrato ou produto especifico.
Portanto, a engenharia de bioprocessos trata de processos quimicos e bioldgicos envolvidos em
todas as areas. Assim, esta engenharia pode atuar nos campos das engenharias quimica,
mecanica, elétrica, ambiental, médica e industrial, aplicando os principios para a concepgao e
analise de processos baseados no uso de células ou de subcomponentes de tais células

(SHULAR, 2005).

A engenharia de bioprocessos atua na microescala (escala celular ¢ molecular) e na
encala industrial. A ciéncia e a engenharia dos processos de conversdo de biomassa para
produtos quimicos e energia sao parte da engenharia de bioprocessos. Previsao e modelagem
de comportamentos de sistemas, desenvolvimento de sensores, algoritmos de controle e
estratégias de fabricacdo ou operagdo sdo apenas alguns dos desafios enfrentados pelos
engenheiros de bioprocessos. Esta engenharia busca também estabelecer a cinética do processo
e o design do biorreator. Nos focaremos principalmente na cinética e modelagem de reacdes
envolvidas na Engenharia de bioprocessos. A modelagem matematica é a chave para os
engenheiros. Os bidlogos sdo geralmente melhores para formagdo de hipoteses testaveis a
interpretagdo de dados. No inicio da era da biotecnologia, os engenheiros geralmente nao
estavam familiarizados com as técnicas e estratégias experimentais utilizadas pelos bidlogos.
No entanto, hoje os engenheiros de bioprocessos possuem técnicas e estratégias experimentais
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ainda mais sofisticadas que os bidlogos, devido a modelagem. Esta fornece aos engenheiros de

bioprocessos uma vantagem (LIU, 2017).

3.2 Modelos cinéticos

Atualmente ¢ necessario a utilizagdo de modelos matematico razoavelmente precisos
para o controle da reacdo de fermentagdo. Usando modelagem, podemos progredir e realizar
um controle direto nos biorreatores. O desenvolvimento dos modelos de fermentacdo ¢
auxiliado por informagdes de medidas realizadas durante a operagdo do processo (SHULAR,
2005).

Os modelos sao relagdes matematicas entre variaveis. Tradicionalmente, os modelos sao
baseados em equacdes "tedricas", que fornecem a estrutura do modelo, e observagdes
experimentais, que fornecem os valores numéricos dos coeficientes. Para os processos
biolégicos, especificar a estrutura do modelo pode ser dificil por causa da complexidade dos
processos celulares e do grande nimero de fatores ambientais, que afetam o crescimento
celular. Normalmente, os modelos utilizados em bioprocessos sdo representagdes aproximadas,
muito simplificadas, deduzidas a partir da observacdo. Como exemplo, dois modelos
matematicos usados com frequéncia em processos fermentativos em batelada sdao o de Monod

e Verhulst (DORAN, 2013).

A Tabela 1 descreve as fases de crescimento de um micro-organismo em conjunto com

sua descricdo e taxa especifica de crescimento ().

Tabela 1 - Descricao e valores de p em cada fase do crescimento celular.

Fase Descrigao Taxa de crescimento especifica
Lag Adaptacao das células u=0
Log Crescimento celular M=pmax

Estacionaria  fim do crescimento celular =0
Morte celular Perda da viabilidade celular u<0

As células usam a fase lag para se adaptar ao seu novo ambiente, novas enzimas ou
componentes estruturais podem ser sintetizados, mas a concentragdo de células ndo aumenta.
Apbs a fase lag, um crescimento exponencial comega na fase log. No final desta fase, a medida

que os nutrientes no meio de cultura se tornam escassos ou os produtos inibidores se acumulam,
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o crescimento diminui. Apds este periodo de transi¢do, a fase estaciondria ¢ atingida e ndo
ocorre mais o crescimento celular. Algumas culturas exibem uma fase de morte celular, uma
vez que as c€lulas perdem viabilidade ou sdo destruidas pela lise celular. Durante a fase log, a

taxa de crescimento celular ¢ descrita pela Equagdo 1.
rx = uCx (1)

Onde rx ¢ a taxa produg@o de biomassa pela concentragdo por unidade de tempo, Cx €
a concentracdo celular e 1 € a taxa de crescimento especifica. A taxa de crescimento especifica
¢ descrita como um sobre tempo. O crescimento celular ¢ uma autocatalise de primeira ordem.
Em um sistema fechado onde o crescimento € o inico processo que afeta a concentragdo celular,
a taxa de crescimento, rx, ¢ igual a taxa de varia¢do da concentragdo celular pelo tempo, como

¢ descrito na Equagao 2.

dx

rx =—
dt

(2)

Substituindo o rx na equagdes 1 pelo % da equagdo 2 e integrando dos dois lados,

reorganizando a equa¢do de modo que esta possua a concentragdo celular, x, em fun¢do do
tempo durante o crescimento em batelada, chegamos na Equacdo 3, onde Cx, é a concentragao

de células no tempo zero.
Cx = Cxge*t (3)

A equacdo 3 representa um crescimento exponencial. Ela é estritamente valida somente
se u € imutavel, e € usada para avaliar se a taxa de crescimento especifico € constante. Na fase
log, p é geralmente constante. Quando as concentragdes celulares sdo plotadas em coordenadas
lineares, o crescimento geralmente € lento no inicio da cultura. Podemos ser tentados a concluir
que houve uma fase lag nas primeiras horas durante a cultura. No entanto, quando os mesmos
dados sdo plotados exponencialmente, fica claro que a cultura ndo experimentou uma fase de
atraso. O crescimento exponencial sempre aparece muito mais lento no inicio da cultura porque

o numero de células presentes ¢ pequeno.

3.2.1 Monod

A cinética de Monod ¢ utilizada para o crescimento celular e possui uma expressao para
a taxa de consumo de substrato em fun¢@o da concentracdo de biomassa. Durante a fase log da
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fermentagdo em batelada, a taxa de crescimento especifica das células depende da concentragdo
de nutrientes no meio. Muitas vezes, um unico substrato exerce uma influéncia dominante na
taxa de crescimento. Este componente ¢ conhecido como o substrato limitante. O substrato que
limita o crescimento € muitas vezes a fonte de carbono ou nitrogénio, embora em alguns casos
seja oxigénio ou algum nitrato. Durante a fase log, a taxa de crescimento especifico estd

relacionada a concentragdo do substrato limitante, a Equacdo 4 ¢ a de Monod.

_ HMmax Cs

= 4
K Ks+ Cs )

Na Equagdo 4, Cs € a concentragdo de substrato, py,ax € @ taxa de crescimento especifico
maxima e Ks € uma constante. KS € [y, S30 pardmetros intrinsecos do sistema. Em algumas
culturas, ha pouca ou nenhuma formagao de produto extracelular. Na auséncia de sintese destes
produtos, assumimos que todo o substrato que entra na célula € usado para fungdes de
crescimento ¢ manutencao. As taxas dessas atividades celulares estdo relacionadas da maneira

descrita na Equagdo 5.

= ac 5
rs = g—+alx (5)

Na Equagdo 5, rx ¢ a mesma da Equagdo 1, Yxs ¢ o rendimento da biomassa sobre o
substrato, o ¢ o coeficiente de manutencdo e Cx € a concentracdo de biomassa. Esta equagao
afirma que a taxa de absor¢do do substrato depende em parte da taxa de crescimento, mas
também varia com a concentragdo celular. Quando o rx ¢ expresso usando a Equacdo 1 e 5

obtemos Equagdo 6 para a varia¢do de Cx e a Equacdo 7 para a variagdo de Cs.

dx Hmax CX

E_'ux_K3+Cs (6)
B _ e 7
dt  Yxs | OF (7)

Este modelo representa uma combinagdo das Equagdes 1, 4 e 5. A forma das equagdes
foi determinada a partir da observagdo experimental de um grande nimero de sistemas de
culturas diferentes. Em principio, uma vez que os valores dos pardmetros py,ax, KS, YXs € a
sdo conhecidos, podemos usar o modelo para estimar a concentragdo de células (Cx) e a
concentragdo de substratos (Cs) em funcdo do tempo. Um problema comum com os modelos

de fermentagdo ¢ que os pardmetros do modelo podem ser dificeis de medir ou tendem a mudar
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com o tempo durante a fermentagdo. A Tabela 2 descreve alguns valores de ppyax, KS € 08

substratos limitantes para alguns micro-organismos.

Tabela 2 - Valores de pyax, KS € os substratos limitantes para alguns micro-organismos

cultivados em temperatura Otima.

Microorganismo Substrato Limitante pmax,h-' Ks,mg/L

E. Colia 37 °C Glicose 08al4 2a4

E. Colia 37 °C Glicerol 0,87 2

E. Colia 37 °C Lactose 0,8 20

S. cereviae a 30 °C Glicose 0,520,6 25

Candida tropicalis a 30 °C Glicose 0,5 25a75

Candida sp. Oxigénio 0,5 0,045 a 0,45
Hexadecano 0,5

Klebsiella aerogenes Glicose 0,85 9

Aerobacter aerogenes Glicose 1,22 l1alo0

Fonte: Dados de H.W. Blanch and D.S, Biochemical Engineering, Marcel Dekker, Inc. New
York, 1996.

3.2.2 Verhulst

O modelo de Verhulst (Equagao 8) é uma modificacdo do modelo de Malthus que é
valido apenas na fase de crescimento exponencial. Verhulst desenvolveu seu modelo em 1844
e incluiu um termo de inibi¢do causado pela biomassa aparente.

=KC (1 Cx) 8
rx = KCx Cxe (8)

Na equagdo 8 Cx ¢ a concentracdo celular, Cx, ¢ a concentragdo celular no momento inicial,
Cx, € a capacidade que o meio possui de comportar células e K é o coeficiente de capacidade
de células no meio. Para um crescimento em batelada de volume constante, o balango celular

esta sujeito a taxa de crescimento descrita pela Equagao 9

Cxqe’t

Cx
ﬁ(l - ekt)

X =
1_

)

A Equacdo 9 ¢ denominada Equacdo Logistica. O modelo de Verhulst é capaz de
descrever a fase de crescimento exponencial (log) e a fase estaciondria. Portanto, o modelo

Verhulst (ou modelo logistico) ¢ um modelo fenomenologico mais preciso do que o modelo de
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Malthus. A fase estacionaria comega no final da fase log, quando a taxa de crescimento liquido
¢ zero (sem divisdo celular) ou quando a taxa de crescimento ¢ igual a taxa da mortalidade
celular. Mesmo que a taxa de crescimento liquido seja zero durante a fase estacionaria, as
células ainda sdo metabolicamente ativas e produzem metabolitos secundarios. Os metabolitos
primarios sdo produtos relacionados ao crescimento e os secundarios nao estao relacionados ao
crescimento. De fato, a produgdo de certos metabdlitos ¢ aprimorada durante a fase estacionaria

(por exemplo, antibidticos e alguns hormonios) devido sua desregulacdo (SANDLER 2006).

3.3 Levedura Saccharomyces cerevisiae

As leveduras sdao micro-organismos eucaridticos predominantemente unicelulares e
pertencentes ao Reino Fungi, elas possuem a habilidade de metabolizar eficientemente agticares
fermentesciveis. A levedura mais utilizada em processos de fermentacdo ¢ a do género
Saccharomyces da espécie Saccharomyces cerevisiae. Por ser fundamental neste processo, ¢
extremamente importante que a cultura da levedura seja a mais pura possivel, isto €, isenta de
micro-organismos contaminantes como bactérias e leveduras selvagens. (TSCHOPE, 2001).

A levedura Saccharomyces cerevisiae € um micro-organismo anaerdbio facultativo, ou
seja, produz energia a partir de compostos de carbono — carboidratos, tanto em condigdes
aerdbias como em condi¢des anaerdbias. Na presenca do oxigénio as leveduras multiplicam-se
e nas condi¢des anaerdbias as células das leveduras incorporam agucares simples, como glicose,
e produzem didxido de carbono e alcool como produtos residuais, além de ésteres, alcoois
superiores, cetonas, varios fenois e dcidos graxos, (TSCHOPE, 2001). A levedura se desenvolve
melhor em um pH 4,5 a 5,0. A acidifica¢do do meio ¢ utilizada como forma de defesa impedindo
que outros micro-organismos cresgam no meio. A acidificagdo de meios ricos em glicose ocorre
na primeira etapa de adaptagao das células (DORTA, 2006).

Existem duas formas de fornecimento das leveduras: seca e liquida. A levedura seca
passou por um processo de desidratacdo a fim de facilitar o armazenamento. Ela pode ser
comprada em pacotes de aproximadamente 11,5 g e deve ser reidratada antes do uso, para
melhores resultados. As leveduras liquidas sdo vendidas em recipientes metalizados, contendo
cerca de 50 mL, e ndo apresentam um nimero elevado de cepas quando comparado com os
pacotes de leveduras secas, (TSCHOPE, 2001). A formacao dos produtos desejaveis pode nao
ocorrer no crescimento exponencial. A producdo destes pode ocorrer durante a fase

estacionaria.
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3.4 Processos Fermentativos

A fermentagdo consiste em utilizar micro-organismos para transformacdo da matéria
organica, em que essa reacdo ¢ catalisada por enzimas. Desde 5.000 a.C. a humanidade utiliza
processos fermentativos para fabrica¢do de vinho, queijos e outros derivados do leite. Em 4.000
a.C. os egipcios ja utilizavam a fermentag¢do da cevada para fabricagao de um tipo de cerveja,
e a levedura desta era utilizada para a panificagdo. Hoje, diversos produtos sdo desenvolvidos
por processos fermentativos, inclusive os biocombustiveis, tais como o etanol (NEVES, 2003).

As fermentagdes podem ser realizadas por trés tipos de processos: processos em
batelada, processos em batelada alimentada e processos continuos. Sendo mais comuns os

processos em batelada e batelada alimentada (SCHMIDT, 2005).

3.4.1 Batelada

O processo em batelada ¢ ciclico com resultados repetiveis. Este gera uma quantidade
finita de produto, diferenciando assim de um processo continuo. Normalmente um processo em
batelada possui os seguintes pardmetros (MARQUES, 2009):

— Informagdes sobre a matéria prima e ingredientes utilizados (quantidades, etc.);

— Procedimento passo-a-passo;

— Condigdes do processo;

— Equipamento utilizado no processo.

O processo em batelada pode ser considerado como um processo fechado, a nao ser
pela aeracao e controle de pH (feito pela adi¢ao de acidos e bases), todo o substrato é fornecido
no inicio da operacdo. A principal desvantagem desse processo € que o crescimento celular
ocorre somente durante uma fase do ciclo de fermentagdo, ou seja, esses processos possuem
uma menor produtividade quando comparado aos outros, visto que ndo conseguem prolongar a
fase de crescimento celular (NEVES, 2003).

O uso de meios com altas concentragdes de acticares em fermentagdes batelada podem
gerar o Efeito Crabtree, inibigdo crescimento celular e a levedura somente faz fermentacao
alcodlica. Nesse processo a formacdo de biomassa vai depender da concentragdo inicial de
substrato no reator, do crescimento e da eficacia do microrganismo em converter o substrato

em material celular (NEVES, 2003).
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3.4.2 Batelada Alimentada

Os processos em batelada alimentada sdo indicados para a grande maioria dos
processos fermentativos. Nesses processos, em especial os com alta densidade celular, a
produtividade ¢ alta devido ao grande nimero de células vidveis no meio em fermentacdao. A
batelada alimentada permite o controle da concentragdo de agucar, minimizando o Efeito
Crabtree e permitindo sua adicdo em momentos adequados da fermentacao.

Os processos em batelada alimentada se dividem em dois tipos basicos: o de volume
fixo e o de volume variavel. No processo em volume fixo o substrato ¢ alimentado sem que
haja diluicdo do meio de cultura (o volume pode ser mantido constante pela alimentacdo do
substrato na forma de liquido concentrado ou por didlise). Nos sistemas com volume variavel,
o volume se altera de acordo com o tempo propicio para o substrato alimentado. A alimentagao
do substrato pode ser feita a vazdo constante, vazdo crescente, decrescente, entre outros
(NEVES, 2003).

A glicose presente no cultivo em batelada pode ser quantificada em amostras retiradas do
meio. As amostras do meio obtidas no cultivo de levedura contendo a glicose normalmente sdo
analisadas com o auxilio de um kit enzimatico (Glicose Oxidase). Todavia existe um outro
método de quantificagdo da glicose rapido, seguro, barato, bastante eficiente e relativamente
preciso. O dosador de glicose eletronico ou glicometro geralmente utilizado por diabéticos foi
projetado para determinar a glicose no sangue. Ele pode ser utilizado em solucdes de
fermentagdo como uma alternativa com as vantagens ja mencionadas previamente (EUGENIO,

2001).

3.5 Transformadas

A transformada de Laplace ¢ um método simples e elegante, capaz de resolver equagoes
diferenciais, transformando elas em equagdes algébricas. A cinética de Monod pode ser

representada como um conjunto de equagdes diferenciais.

A transformada Z permite transformar sinais no dominio do tempo discreto para o
dominio Z, ¢ utilizada da mesma forma que a transformada de Laplace ¢ aplicada para tempo
continuo. O sinal em tempo discreto, obtido a partir de um continuo, pode ser apresentado com
uma sequéncia de impulsos de amplitudes iguais a do sinal continuo nos tempos de amostragem

(CUNHA e MACHADO, 2017).
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3.6 Espaco de Estados

Uma caracteristica basica da representagdo em espaco de estados € o fato dela descrever a
relacdo entre varias variaveis (entradas e saidas). Esse tipo de representagdo descreve o sistema
no dominio do tempo e ¢ mais conveniente para representar sistemas ndo lineares e
multivaridveis do que a funcdo ou matriz de transferéncia (AGUIRRE, 2015). Um modelo

linear tipico em espago de estados tem a seguinte forma:
x =Ax + Bu (10)

y = Cx + Du, (11)

Sendo que x € R™ ¢ o vetor do estado n-dimensional, o ponto indica a derivada temporal,
ouseja, x = dx/dt; u(t) € R™ ¢ o vetor de entradas formado por r fungdes temporais; y(t) €
R™ ¢ o vetor m-dimensional de saidas medidas ¢ 4, B, C e D sao matrizes constantes. O modelo
serd multivaridvel se v > 1 e/ou m > 1. Caso haja apenas uma entradar = 1 e uma saida
m = 1, o modelo ¢ monovaridvel (AGUIRRE, 2015).

Duas informagdes importantes:

— O conhecimento do vetor de estado em qualquer instante t, especifica o estado ou
condigdo do sistema nesse instante;
— A representagdo de espaco de estados ndo ¢ unica, pode-se representar 0 mesmo

sistema com modelos diferentes no espago de estados.

A seguir ¢ demonstrado o balango de massa de Cx e Cs e posteriormente o Espaco de Estado

obtido neste processo:

Utilizando as equagdes 12 e 13 como pontos iniciais para determinagdo das
concentragdes celular e de substrato respectivamente. O desenvolvimento matematico a partir
de 12 e 13 foi realizado para utilizagdo das equacdes em espaco de estados (Equacdo 29). Em
que Cx, € a concentragao celular inicial e Cx a concentragao celular, /' € o volume do biorreator,
F e F, sao os valores das vazdes e sdo dependente de V' e u € o crescimento celular. Cs ¢ a
concentragdo de substrato, « e § constantes e x a massa celular. Substituindo o valor de r da

Equacao 14 na Equagdo 12, obtemos a equacdo 15. Na Equacdo 15 dividimos os dois lados por

V e aplicamos a transformada Z. A Equacdo 17 possui o resultado da transformada Z para %‘

Substituindo % pelo Cx,, .1 — Cx, e o Cx pelo Cx,, aplicamos a transformada Z (Equagao 18).
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Para reescrever a funcdo em espaco de estados a equagdo tem que estar com o Cx,,q em

evidencia de um lado e Cx,,, Cx, em evidencia do outro(Equagao 20). O mesmo raciocinio na

~ T . dcx dc o
Equacdo 12 ¢ realizado na Equacdo 13. Conhecendo a transformada de d—tx, d—ts , X substituimos

os valores (Equacdo 23). Para utilizar o espaco de estado € necessario, colocar em evidencia
Csp+1, Cxg, Cx, € Cs, (Equagdo 27). As matrizes de espago de estados (Equagdo 29) foram

construidas usando as varidveis em evidencia das equagdes 20 e 27.

VdCx

I =Cxo*xFy—F+xCx+r=V (12)

—dCs  ocx dx+ 13
= *

a - ar TP (13)
r=px*Cx (14)
VdCx

i =Cxog*xFyg—F*xCx+u*xCxxV (15)
X L o~ s Cxtusc 16
_ = — — % *
g7~y CXo —y G+ pxCx (16)
dCx
dt = Cxpyq — Cxp 17)

F F
Cxpyq — Cxp = =Cxg — = Cxp + u x Cxp, (18)
\Y \Y
F F
Cxpyq =vi0—v*an+u*an+an (19)
F F
Cxpiq =ch° - Cx, (V—u— 1) (20)
—dCs  ox dx+ 21
= *

a - ar Thrx 1)
xX= ! 22

T Yxs (22)
dCs —xxdx 23

= — [ %
@~ a P (23)
CSpy1 — Csp =% (Cxpyq — Cxy) — B x Cxy (24)
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F F
CSpy1 =X (cho - Cx, (V —-—u— 1) - an) — B *Cx, + Csy,
F F
Y B [ R o

Csns1 = Cxg [—OC V] + Cx, [oc —— [ — ﬁ] + Cs,

Y = Ax + Bu

Cxnsa ( tut+D 0 an
CSn+1] cxu—pB) 1 CSn]

(25)

(26)

(27)

(28)

(29)
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4- Metodologia

O trabalho pode ser dividido em duas partes, uma pratica e outra computacional. A parte
pratica se resume em coletar os dados, dos cultivos em batelada, para utiliza-los na parte
computacional. A parte computacional ¢ realizada depois do fechamento da parte experimental.
Ela consiste primeiramente em tratar os dados obtidos no laboratério e depois comparar os

dados praticos com os modelos matematicos.

Foram realizados trés experimentos e apenas dois foram analisados mais profundamente,
um cultivo ndo possuia dados insuficientes, para realizagdo da modelagem. Todos os
experimentos foram realizados no laboratdério biotecnolégico da UFSJ no Campus Alto
Paraopeba. Em todos os cultivos a levedura utilizada estava foi a Saccharomyces Cerevisiae

liofilizada da estirpe UFLA CA-11.

Todos os experimentos foram realizados em um reator air/ift. O fluxo de ar era gerado por
um compressor em um trabalho constante que gerava 5 Kgf/cm?, ele passava por um filtro de
papel, que impedia a passagem de possiveis contaminantes. O reator também possuia uma
jaqueta conectada a um banho maria que permitia controlar a temperatura do meio. Este foi

ajustado para 36°C durante todos 0s experimentos.

No primeiro experimento a levedura foi inoculada diretamente e no segundo foi realizado
indculo antes de ser adiciona ao reator. A utilizagdo do indculo tinha como objetivo facilitar a
coleta de dados, para a adaptacdo da levedura eliminando a fase /ag, iniciando o cultivo na fase
log. O terceiro cultivo também foi realizado uma ativagdo da levedura primeiramente no

inoculo.

Para determinag¢do da concentragdo celular foi realizado a comparagao das massas dos tubos
falcon. Estes tubos foram secos em estufa a 50°C durante 3 dias, no final deste procedimento a
massa de cada tubo foi anotada e cada um recebeu uma marcagao referente ao horario de coleta.
No primeiro experimento foram adicionados em cada tubo 15 mL, no segundo e terceiro a
quantidade de volume retirada do cultivo foi de 25 mL. Depois de receber o volume do cultivo
eles foram resfriados a 4°C e levado a centrifugacdo a uma rotagdo constante de SO0ORPM
gerando 3250xg durante vinte minutos. A centrifugagdo acelerou o processo de sedimentacao,
sendo possivel separar a parte liquida contendo o substrato da parte solida contendo a massa
celular. Os tubos falcon agora contendo a parte solida foram submetidos a 50°C em uma estufa

durante uma semana (Figura 1). Por fim foram pesados e a massa de cada tubo anotada, a
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diferenga da massa inicial com a final seria entendido como a massa celular. Sabendo a massa
de um determinado volume retirado do cultivo é possivel construir uma tabela contendo a

concentragdo celular pelo tempo.

Figura 1 — Tubo falcon depois de ser centrifugado e seco na estufa, a massa celular esta presente

no fundo do tubo.

No primeiro experimento nao utilizou indculo, com a adi¢do dos compostos diretamente
no reator ¢ o volume foi completado em seguida. Todos os instrumentos utilizados foram

esterilizados com alcool 70% (v/v), para evitar contaminagoes.

Utilizando uma balancga de precisdo foram pesados os compostos presentes na Tabela 3
com as seguintes massas e adicionados em um reator batelada aerébico (Figura 2). Com a adi¢ao
de 4 litros de agua destilada, o reator chegou aos 4,107 litros e as concentragdes de cada
composto também sdo apresentados na Tabela 3. Ao final do experimento foi pesado todos os
compostos que permaneceram no biorreator depois do meio ser descartado, eles foram

classificados como perdas totais.
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Tabela 3 — Massa e concentracdo de cada composto e perdas totais.

Composto g g/L

CeH1202 20,063 4,885
Extrato de levedura 10,065 2,451
(NH4)2S04 17,993 4,381
KH>PO4 20,003 4,871
MgSO4 0,9945 0,242
Levedura 8,0298 1,955
perdas totais 1,0051 -

Figura 2 — Biorreator aerado utilizado no processo fermentativo, o cultivo foi realizado em

batelada.

O cultivo foi realizado por 6 horas onde foram recolhidas 9 amostras em triplicada em
tubo falcon de 15mL, para determinacdo da massa celular usando o procedimento ja descrito
anteriormente. Foi coletando 15mL de meio utilizando uma pipeta, em intervalos de meia hora
durante as primeiras 3 horas e posteriormente, o intervalo de coleta passou a ser de hora em
hora. Durante os intervalos de coleta foram obtidos dados de pH e temperatura do meio. Depois
de centrifugado os tubos a parte s6lida no fundo foi separada da parte liquida e esta foi
transferida para um tubo falcon de 50 mL. Os tubos com o s6lido foram levados para estufa a
50°C para que toda umidade fosse retirada e os tubos com o liquido foram congelados na

geladeira a -4°C. As massas dos tubos menores foram anotadas, depois de uma semana.
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Utilizando um kit enziméatico (Glicose oxidase) foi possivel verificar a concentracao de
substrato. O kit utilizando foi a Glicose Enzimatica Liquida Sistema Enzimatico para
Determinacao da Glicose no Soro, Plasma e demais Liquidos Biologicos. Com o kit € possivel
quantificar a concentracdo de glicose, normalmente utilizado para verificar a concentragdo da

glicose no sangue humano.

Ao adicionar glicose e uma solu¢do padrdo presente no kit e uma solugdo tampao de
fosfatos, contendo p-Hidroxibenzoato, 4-Aminoantipirina (4-AAP), Glicose Oxidase e
Peroxidase ocorre a formagdo da 4-Antipirilquinonimina. Ela tem uma coloragdo avermelhada
e pode ser medida em um espectrofotdmetro no comprimento de onda de 510 nm. Utilizando
um espectrofotometro foi medido a absorbancia neste comprimento de onda, primeiramente da
solugdo padrao ja preparada para calibrar o equipamento e foram anotados os valores para cada

amostra.

Com o término do primeiro cultivo foram realizados mais dois cultivos utilizando um
inoculo contendo 10% (v/v) do volume total do reator. Os in6culos utilizando possuiam a
concentragdo de glicose 7 g/L e extrato de levedura 5g/L. Foram coletadas amostras de 25 mL

de meio em duplicada, utilizando tubos falcon de 50 mL.

O segundo cultivo foi realizado utilizando um in6culo contendo 10% (v/v) do volume
total do reator com uma concentragdo de células de 16 g/L, a elevada concentragao celular levou
as células a morte celular dificultando sua quantificagdo. A mesma técnica de quantificagdo da
concentragdo celular do primeiro experimento foi realizada, porém foram coletados os dados
de cada amostra foram realizados em duplicata e o volume de cada amostra aumentou 10 mL.
Sendo assim, utilizou-se tubos falcon de 50 mL, cada um contendo 25 mL. A quantidade de
cada composto presente no reator estd presente na Tabela 4 e foi adicionado dgua destilada até

completar o volume de 4 L no biorreator.

O cultivo durou cinco horas e como foram coletados dados em duplicata. No cultivo em
questdo ndo foram realizadas andlises quantitativas de glicose, porque o crescimento celular

ndo foi explicado pelos modelos propostos.
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Tabela 4 — Composi¢do dos compostos no meio utilizado no segundo experimento.

Composto Peso Molecular Quantidade Utilizada(g)
D-Glicose anidra (Dextrose) P.A. 180,16 28

Extrato de Levedura Purissima Nao possui 9,96

Sulfato de Amonia (NHa)2 SO4 132,14 18,06

Fosfato de Potdssio Monobasico anidro (KH2PO4) 136,09 20,03

Sulfato de Magnésio MgS04.7H>O 246,48 1,02

O ultimo (terceiro) cultivo foi realizado utilizando pardmetros muito parecidos com o
quarto, porém adicionando 0,ImL/L (98%v/v) de acido sulfidrico para corre¢do do pH no reator
e preparando um inoculo com uma concentragdo de 8 g/L. O pH foi medido utilizando uma fita

depois da adi¢do do indculo no meio de cultivo no reator ja preparado.

O inéculo foi preparado adicionando 4,02 g de levedura liofilizada e 3,58 g de glicose
em um erlenmeyer de 1 L. O volume foi completado com dgua até a marca de 500 mL. No meio
presente no reator foram adicionados os compostos presentes na tabela 5 e o volume total do

reator foi de 4,95 L.

Tabela 5 — Dados obtidos utilizando para determinar a quantidade de cada composto no terceiro

cultivo.
Meio g g/L
Glicose 31,5001 6,3
Extrato de levedura 11,2534 2,3
(NH4)2S04 20,2518 4,1
KH>PO4 22,8222 5,6
MgSO4 1,1290 0,23
Levedura 0,6
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Figura 3 — Glicosimetro, Accu-Chek® Active monitor utilizado.

Para quantificar a concentragdo de glicose no meio, foi utilizado o glicosimetro presente na
Figura 3. Respeitando os limites do equipamento, as primeiras amostras foram diluidas
50%(v/v) em agua destilada utilizando uma pipeta de 25 mL. A diluicdo se fez necessaria
porque a concentracdo de glicose do meio era maior que a resolucdo do equipamento. Mesmo
o equipamento sendo usado para determinar a concentragdo de agucar no sangue, ele apresenta
uma boa resolucdo para esse tipo de experimento. Utilizando um conta gotas foi possivel
adicionar uma gota por amostra no circuito de cada fita obtendo uma resposta do monitor. Os

dados obtidos pelo equipamento foram anotados.
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5- Resultados e discussoes

Utilizando os dados obtidos no primeiro experimento foi possivel construir a Tabela 6.
Sabendo que as amostras presentes na nesta tabela foram obtidas em triplicada utilizando tubos
de 15 mL de meio, foi possivel determinar as diferencas das massas inicial e final para cada
ensaio. A média simples das diferencas foi obtida calculando uma média de todas as trés
diferencas, essas obtidas experimentalmente para cada amostra. O valor considerado por sua
vez foi obtido utilizando a média dos dois resultados mais proximos. Quando a diferenca da
massa do tubo foi dividida pela média simples e o intervalo do resultado foi maior que 1,15 e
menor que 0,85 ou negativo, esse valor foi desconsiderado. A amostra 4 ndo possui um valor
considerado, porque as 3 diferencas das massas foram desconsideradas. A concentragdes celular
em cada intervalo de tempo pode ser calculada utilizando os valores considerados da Tabela 6

dividido pelo volume da amostra que foi 15 mL.

Tabela 6- Média dos dados obtidos experimentalmente das diferengas das massas de cada

amostra e valores considerados de cada valor.

Amostra Média simples (g) Valor considerado (g
0 0,021167 0,02

1 0,0189 0,0202
2 0,023933 0,0212
3 0,023933 0,0212
4 0,0213 -

5 0,0234 0,0224
6 0,027433 0,0281
7 0,029033 0,0293
8 0,0312 0,0304
9 0,033067 0,0338

Utilizando os valores considerados na Tabela 6 foi possivel plotar um grafico da
varia¢do da concentragdo de células (g/L) pelo tempo. Utilizando um software foi possivel criar
uma funcao exponencial dos dados presentes no grafico. Este esta presente na Figura 4, em que
a linha de tendéncia é uma curva exponencial pontilhada laranja e os pontos experimentais

(valores considerados/15 mL) sdo os pontos laranjas.

Com o auxilio do grafico, fica evidente que a levedura passa por uma fase lag de
adaptacdo do meio nas primeiras duas horas. O comportamento de adaptagdo realizado pela

célula a0 meio do biorreator proporciona uma mudanga na metodologia dos proximos
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experimentos, onde um inoculo contendo 10% (v/v) do meio deve ser preparado para diminuir
o tempo de cultivo. Como o objetivo do trabalho ¢ a constru¢ao de um modelo matematico da
fase de crescimento exponencial da célula, diminuir o tempo de adaptacdo desta e diminuir o
tempo de cultivo sdo caracteristicas desejaveis. Tracando uma linha de tendéncia utilizando os
valores obtidos experimentalmente, chegamos a uma fun¢do exponencial que se assemelha
muito com a equagdo de Monod (Equagao 3) e podemos fazer a seguinte afirmagdo (Equacao
30) considerando o valor de p uma constante. Substituindo Cx, pelo valor obtido
experimentalmente (1,9553 g/L) e p por 0,0937(h-") chegamos na Equagdo 30 por meio da

regressdao dos pontos experimentais, que possui um R? de 0,9597.
Cx = Cxye"t (3)
Cx = 1,9553 (g/L)e®0937(h-")t (30)

Em um modelo mais simples com o crescimento celular constante podemos observar um R?
aceitavel, indicando um bom modelo. O R? descreve quanto o modelo esta condizente com os
pontos obtidos no experimento pratico, em que um R?*=1 seria o melhor resultado possivel.

Utilizando a literatura podemos afirmar que um modelo ideal possui um R?>0,95.

y = 1,9553e0:0937x
3,5 R%?=0,9597

2,5

Cx g/L
N

1,5

0,5

t(h)

Figura 4 — Concentragdo de células pelo tempo, os pontos laranjas sdo os pontos praticos e a

curva tracejada € a fungdo exponencial do crescimento.
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O ideal seria trabalhar em temperatura e pH constantes para simplificar o sistema. Como
o modelo matematico considera apenas a concentragdo de células e a de substrato outras
varidveis podem diminuir a precisdo do sistema. Porém, como ndo possuiamos dados sobre a
levedura no inicio do processo e a temperatura ndo estava constante obtivemos os seguintes
resultados presentes na Figura 5. Os dados da Figura 5 foram obtidos utilizando um pH de baixa
precisdao e um termometro dentro do reator, sem a necessidade de coletar amostras. Nos

proximos experimentos a temperatura conseguiu ser constante durante todo o procedimento.

Analisando a Figura 5 e realizando uma interpretacdo conjunta com a Figura 4, podemos
observar que a levedura comega a crescer expressivamente quando o pH estd perto de 5, pelo
conhecimento ja obtido sobre o cultivo de leveduras ja é sabido que elas se desenvolvem melhor
em um pH mais 4cido. A utilizagdo do grafico nos indica uma estabiliza¢do do pH em 4,7.
Possivelmente a levedura tem a necessidade de acidificar o meio antes de realizar a

multiplicagdo celular.
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(5]
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(=1

e pH 8 TEMparatura Tempo (h)

Figura 5 — Variagdo do pH e da temperatura pelo tempo em horas. Pontos azuis valores de pH

coletados e pontos laranjas valores de temperatura.

Para os proximos cultivos o controle do pH passa a ser uma questdo levantada como
forma de aumentar a taxa de crescimento e o tempo do experimento. No terceiro, a adicdo de

acido sulfidrico no preparo de meio ndo conseguiu estabilizar o pH em 4,7. Com acido no meio
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foi realizado uma medig¢ao utilizando uma fita onde o valor obtido foi de pH 5. Observando a
Figura 5 chegamos a conclusdo que mesmo que o pH ndo seja 4,7 o valor inicial préximo a 5
J& significa um menor gasto da levedura em acidificar o meio, consequentemente uma

diminui¢do do tempo de adaptacao celular.

A Tabela 7 descreve valores de absorbancia e glicose obtidos experimentalmente
utilizando o kit enzimatico. E possivel verificar valores pouco consistentes, ja que o
equipamento ndo possui uma boa resolucdo em valores de absorbancia acima de 1,5. A Tabela

8 descreve a variagdo das concentragdes celular e de substrato nos intervalos de tempos.

Tabela 7 — Valores de absorbancia e a concentragdo de glicose obtidos experimentalmente

utilizando kit enzimatico.

Tempo(h) Abs 510nm Glicose(mg/dL) g/L

Padrio 0,321

0 1,878 585,047 5,85
0,5 1,894 590,031 5,9

1 1,752 545,794 5,458
1,5 1,605 500 5

2 1,367 425,857 4,259
2,5 0,95 295,95 2,96
3 0,062 19,3146 0,193
4 0,035 10,9034 0,109
5 0,022 6,85358 0,069
6 0,017 5,29595 0,053

Tabela 8 — Variag@o das concentragdes celular e de substrato nos intervalos de tempos.

Tempo(h) Cs(g/L) Cx(g/L

0 5,85 2

0,5 59 2,015
1 5,458 2,12
1,5 5 2,12
2 4,259 2,13
2,5 2,96 2,24
3 0,193 2,81
4 0,109 2,925
5 0,069 3,04
6 0,053 3,38
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Utilizando os dados obtidos das concentragdes celular e do substrato ¢ possivel a
construcdo de uma tabela para a visualizagdo das variagdes das concentragdes pelo tempo.
Utilizando esses dados presentes na Tabela 8 € possivel estimar os valores de pmax € Ks. Os

valores de Yxs e outras constantes podem ser obtidos pelos dados da Tabela 7.

Utilizando a Equagao 14 ¢ possivel determinar o Yxs. Um grafico de ppela concentracio
de substrato foi tragado (Figura 6) utilizando a Equagdo 4 e a Cs presentes na Tabela 8 para
determinar o p, em cada tempo. Para plotar o grafico u pela Cs (Figura 6), foi inicialmente
utilizados valores de ¢ € Ks retirados da literatura. Como o valor de p dependia das duas
constantes, elas foram variando e utilizando o R? presente no grafico (Figura 6), foi escolhido

os valores de [, € Ks que mais aproximaram R?a 1.

Vs = Cx — Cx, (14)
XS = Cse— Cs

Cx—Cxy _ 3,38—2,00

Cxo—Cs 5,85—0,053

Yxs = = 0,238 (31)

No primeiro experimento coletamos valores das concentragdes de células e de substrato
pelo tempo, com isso foi possivel determinar um valor de Py, ,x € Ks. Utilizando um grafico da
varia¢cdo do crescimento celular () pela concentragdo de substrato (Cs) (figura 6) € possivel
determinar o [y, j& que esse € o maior valor assumido por p e o Ks, sendo a concentracdo de

substrato quando o valor de p € igual a metade do valor de Ly«

_ HmaxCs

= 4
K Ks + Cs 4

Os valores de ¢, Ks € Yxs (Equacdo 31) encontrados foram 0,52, 0,24 ¢ 0,238
respectivamente, utilizando esses valores foram modelados modelos utilizando a cinética
descrita por Monod (Figura 7) e Verhulst (Figura 8). Em relacdo aos valores de Cx presentes
na Tabela 8, sdo utilizados como parametros para estimar os valores de mais adequados para

serem utilizados no modelo de Monod, assim como os valores de Cs.
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Figura 6 — Grafico do crescimento celular pu pela concentracdo de substrato, os valores

calculados de p sdo representados pelos pontos azuis, Hyax=0,52.

E possivel observar que o modelo de Verhulst possui uma maior descrigdo das posigdes
dos dados experimentais, esse modelo ¢ mais complexo. O fato de utilizarmos um p variavel
acaba aumentando a influéncia de Cs no Cx, diminuindo o tempo de reacdo de Monod. Na
Figura 7 podemos observar que o modelo de Monod ndo consegue explicar a fase lag de
adaptacdo do micro-organismo. A cinética em Monod ocorre mais rdpida que os dados
observados experimentalmente. Para encaixar os dados de Cx na Figura 8, o consumo de
substrato teve que ser desprezado. Utilizando a constante (£) presente no equagdo do Cs ¢
possivel interferir nas curvas gerados pelos dois modelos, porém existe um balanco desejado
que melhor representa Cx e Cs em =0 (valor utilizado de ). Os dois modelos demonstraram

um consumo de substrato mais rapido, que o observado no experimento.
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Figura 7 — Grafico da cinética de Monod, o modelo ¢ representado pelas curvas e pontos

experimentais sdo representados pelos “0” e “x”.

perfil

Concentragdo(g/L)

tempolh)

Figura 8 — Grafico da cinética de Verhulst, o modelo ¢é representado pelas curvas azul e verde.
Os pontos experimentais sdo representados como “o” para a concentracdo celular (Cx) e um

“x” para a concentracdo de substrato (Cs).
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Como o primeiro experimento ndo possuia inéculo o tempo de adaptacdo da célula foi
crucial nos modelos utilizando transformada de Laplace (figuras 9 e 10). Esse tipo de modelo
comumente utilizado em cultivo continuo, quando presente no cultivo em batelada demostrou

uma cinética acelerada, em que todo o substrato foi consumido em poucas horas.

O modelo utilizando a transformada Z presente na Figura 11 possui um comportamento
discreto. Esse comportamento aumenta a compatibilidade com os dados experimentais. Como
J4 descrito anteriormente as fases /lag e a log proporcionaram duas equagdes distintas dentro do
mesmo experimento, modificando drasticamente os comportamentos das duas concentragdes

analisadas.

Tanto a transformada Z como Laplace foram realizadas utilizando a cinética de Monod,
como ponto de partida. Como a cinética de Monod nao tinha apresentado bons resultados, ja
era esperado esse comportamento nas figuras 9, 10 e 11. O modelo de Monod ¢ conhecido como

um modelo que s6 consegue explicar a fase de crescimento exponencial.
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Figura 9 — Grafico da concentragdo celular, os pontos sao 0s pontos experimentais € a curva o

resultado da modelagem utilizando a transformada de Laplace.
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Figura 10 — Grafico do consumo de substrato, os pontos sdo os pontos experimentais € a curva

o resultado da modelagem utilizando a transformada de Laplace.
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Figura 11 — Grafico do consumo de substrato (roxo) e crescimento celular, (amarelo) explicado

pela transformada Z ajustada a cinética de Monod, onde os pontos laranjas sdo os pontos

experimentais de Cx e os pretos de Cs.
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No segundo experimento foi feito um inoculo com uma concentragao celular de 16 g/L
e a quantidade de volume de cada amostra aumentou para 25 mL. Essa nova estratégia surtiu
efeito e praticamente todos os tubos falcon possuiam valores coerentes. As diferengas dos
valores da massa divididos pelas 25 mL pelo tempo estdo na Tabela 9, com esses valores foi

possivel construir o grafico da Figura 12.
Tabela 9 — Variagdo das concentragdes de celular em intervalos de tempos.

Tempo(h) Cx(g/L)

0,0 1,630
0,5 1,378
1,0 1,406
1,5 5,268
2,0 6,344
2,5 1,888
3,0 4,368
4,0 2,278
5,0 2,082

Observando o grafico do crescimento celular (Figura 12) nota-se que ocorre uma
variagdo de Cx muito abrupta. Como a concentragdo no inoculo foi muito alta, varias células
morreram no inoculo. As células mortas ocasionaram em um acumulo de células no fundo do
biorreator. Essas em suspensdo interferiram na medicdo da concentragdo celular (Cx).
Utilizando a cinética de Monod com um valor de p constante podemos observar um R>=0,8516,

significando que a equagdo 32 ndo possui uma representacao dos pontos experimentais.
Cx = Cxge*t (3)

Cx = 0,6487 (g/L)e18(h=")t (32)
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Figura 12 — Concentracdo de células pelo tempo, regressdo exponencial em pontilhado.

No terceiro e ultimo experimento a questdo do pH e da alta concentragdo de células no
indculo foi alterada. O pH de trabalho da levedura conhecido era 4,7 com a adi¢do de 0,1ml/L
de 4cido sulfidrico foi obtido um pH de 5 no meio do biorreator com o auxilio de uma fita. O
inoculo possuia 8 g/L ou 4 g de levedura. Quando a levedura foi inoculada no biorreator a
concentragdo esperada seria de pouco mais de (Cxy) 0,8 g/L, porém o valor encontrado
inicialmente (Cx,) foi de 0,568 g/L. Mesmo diminuindo a massa de levedura no indculo,
possivelmente ocorreu morte celular no in6culo. Foram recolhidas 10 amostras em duplicada
do meio de cultivo. A utilizagdo de 25ml de meio por amostra diminuiu o erro relacionado a
massa do tubo seco. A reducdo do volume do meio no biorreator nao era desejada, a escolha
de coletar dados em duplicata ndo afetava o volume de forma significativa. Como cada ponto
pratico foi determinado utilizando a média dos dois pontos, valores inconsistentes (o valor
amostral dividido pelo valor da média menor que 0,85 ou maior de 1,15) ou negativos foram
descartados. Com as massas dos tubos no inicio e no final, calculamos a diferenca, a diferenga
dividida pelo volume coletado (25 mL) é a concentragdo celular, (Cx) todos esses dados estdao
presentes na tabela 10. Durante os experimentos ocorram fendmenos ndo esperados, um deles
¢ a perda de massa dos tubos, seja pela diferenca da umidade ou outro material volatil presente
nos tubos. Na Tabela 10 podemos observar alguns tubos que diminuiram suas massas com a

adicdo de meio.
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Tabela 10— Variacdo das massas dos tubos falcons secos pesados sem amostra e com a amostra

seca, a diferenca das massas e o Cx encontrado dividindo a massa pelo volume das amostras.

Falcon de SOml vazio(g) Falcon de S0ml seco(g) Diferenca(g) Cx(g/L)

0.1 13,3218 13,3360 0,0142 0,568
0.2 13,0883 13,1018 0,0135 0,540
1.1 13,1873 13,2061 0,0188 0,752
1.2 13,0079 13,0253 0,0174 0,696
2.1 13,7965 13,8207 0,0242 0,968
22 12,8133 12,8348 0,0215 0,860
3.1 12,9774 12,8660 -0,1114 -4,456
3.2 13,3830 13,5406 0,1576 6,304
4.1 13,3335 13,3573 0,0238 0,952
4.2 13,1434 13,1667 0,0233 0,932
5.1 13,3637 13,4512 0,0875 3,500
52 13,8403 13,6800 -0,1603 -6,412
6.1 13,3404 13,3743 0,0339 1,356
6.2 13,4864 13,5097 0,0233 0,932
7.1 13,4155 13,0204 -0,3951 -15,80
7.2 13,7923 13,7266 -0,0657 -2,628
8.1 12,8645 12,9078 0,0433 1,732
8.2 13,0302 13,0767 0,0465 1,860
9.1 13,6962 13,7620 0,0658 2,632
9.2 13,4106 13,4390 0,0284 1,136
10.1 12,8643 12,9137 0,0494 1,976
10.2 13,5402 13,5832 0,0430 1,720
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A Tabela 10 forneceu um panorama geral para constru¢do da Tabela 11. Na Tabela 11
foram organizados todos os dados necessarios para estudo dos modelos matematicos.
Utilizando a tabela 11 foi possivel tracar a Figura 13 onde podemos observar as concentragdes
celulares e do substrato pelo tempo. Trancando uma linha de tendéncias utilizando os dados do
crescimento celular obtemos uma func¢do exponencial (Equacdo 33) que pode ser entendida

como Monod. Mesmo o u constante, o valor de R? ¢ igual a 0,9437 menor de 0,95.
Cx = 0,6312 (g/L)e®%2103(h-")t (33)

Tabela 11 — Variag@o dos pontos experimentais, Cx e Cs nos intervalos de tempos.

Tempo(h) Cx(g/L) Cs(g/L)

L 0,554 6,34
095 0,724 5’93
. 0914 6,04
L5 } 5,48
2 0,942 526
2 . 4,60
3 1,144 4,05
4 } 1,98
: 1,796 -
7
O
6 A Y =-0,2662x" + 0,033x + 6,1897
(R, 2730033
5
2 ~
g .
R :
!
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c 2 y = 0,63120.2103 1
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Figura 13 — Crescimento celular em azul e o consumo de substrato em laranja.
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Utilizando a mesma técnica que a utilizada no primeiro experimento chegamos no
grifico de u pelo Cs (Figura 14) e obtemos os valores de pmax € Ks 0,25 h'! e 0,14 g/L

respectivamente. O valor de Yxs ¢ calculado utilizando a Equagdo 34. Yxs ¢ igual a 0,196.

e 14
XS = e "
Yxs = Cx—Cxq 1,796 — 0,554 0 106 )
XS = CSO—CS B 6,34 — 0,01 =Y ( )
0,3
0,25 @ L Lileeeeeeeeeett e..... [ e (Y B M )
02 [ et o1
E R?=0,9538
= 0,15 .
0,1
0,05
0
0 1 2 3 4 5 . ,

Cs(g/L)

Figura 14 — Gréfico do crescimento celular p pela concentragdo de substrato, ¢ possivel tragar

uma reta com o valor limite de p onde retiramos o [y ax-

Considerando f=0 e utilizando os valores de [y.x, Ks, YXs, Cxy e Cs, ja mencionados
anteriormente foi possivel a utilizagdo dos modelos matematicos abaixo. A Figuras 15, possui
o modelo de Monod. A Figura 16, o modelo de Verhulst e as figuras 17 ¢ 18 possuem a

transformada de Laplace no modelo de Monod.

No modelo de Monod (Figuras 15) e transformada de Laplace (figuras 17 e 18) podemos
observar que os dados sdo precisos, porém ndo exatos, nao ha crescimento celular de 1 a 1,5
horas e o0 ndo decaimento da concentragdo do substrato proporcionou esse comportamento. Essa
cinética ndo pode ser descrita por uma fun¢do exponencial como Monod ou Verhulst (figura
16). A func¢ao discreta presente na transformada Z (Figura 19) consegue descrever com maior
exatiddo os dados obtidos experimentalmente. A utilizagdo de um p dindmico proporcionou
uma representacdo exagerada do modelo de Verhulst onde o consumo de substrato foi maior

que o observado. O indculo diminuiu o tempo de adaptacdo da levedura no cultivo, isso
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impactou em uma melhora do modelo de Monod, conseguintemente a transformada Z e Laplace

conseguiram se adequar mais nos pontos experimentais.

perfil

Cancentragdolg/L)

ternpolh)

Figura 15 — Grafico da cinética de Monod, o modelo é representado pelas curvas, os pontos

experimentais sdo representados como “0” e “x”.
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Figura 16 — Cinética de Verhulst, o modelo € representado pelas curvas azul e verde. Os pontos

experimentais sdo representados como “o” para a concentragdo celular (Cx) e um
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Figura 17 — Crescimento celular, os pontos sdo os pontos experimentais e a curva o resultado

da modelagem utilizando a transformada de Laplace.

Concentragdo (g/L)

Tempo (h)

Figura 18 — Consumo de substrato, os pontos sdo 0s pontos experimentais e a curva ¢ o resultado

da modelagem da transformada de Laplace.
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Figura 19 — Consumo de substrato (roxo) e crescimento celular, (amarelo) explicado pela
transformada Z ajustada a cinética de Monod, onde os pontos laranjas sdo os pontos

experimentais da Cx e os azuis da Cs.

Um dos objetivos iniciais era a otimiza¢do do processo, e isso nao foi possivel. Todos
os modelos possuem entrada e saida linear, ou seja, o crescimento celular ndo depende da
concentragdo inicial de células, dependendo exclusivamente da concentragdo inicial de
substrato. O consumo de substrato ¢ independe. Nao ¢é possivel chegar em valores 6timos de

Cxo e Cso.
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Conclusao

E possivel observar que ocorre crescimento celular sem variagdo de substrato,
indicando que os modelos cinéticos estudados possuem limitagdes;

Foi possivel também estimar os parametros cinéticos: tmax e Ks;

Os parametros cinéticos obtidos experimentalmente, foram préximos aos presentes
na literatura;

Embora os modelos matematicos lineares sejam relativamente simples, estes podem
ser utilizados para prever o comportamento do crescimento celular e do consumo de
substrato no processo de fermentagdo da levedura Saccharomyces cerevisiae, pelo
menos durante o crescimento exponencial;

Quando modificamos as varidveis presentes para adequé-las aos dados do
crescimento celular, desajustamos o consumo de substrato ou o oposto;

O modelo de Monod ajustou melhor nos cultivos com inoculo, € o de Verhulst o
cultivo sem inoculo;

A funcdo discreta consegue se destacar e possivelmente ¢ o modelo que melhor
descreve a cinética do nosso micro-organismo;

Nao era possivel otimizar o cultivo com os dados recolhidos experimentalmente.
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7- Trabalhos futuros

Provavelmente a levedura necessita de um pH proximo a 4,7 para comegar o
crescimento, como o controle de pH foi realizado apenas no Ultimo experimento seria
interessante realizar os proximos cultivos fazendo esse controle inicial. Outro ponto importante
também na parte de cultivo estd relacionado a morte celular presente em todos os cultivos.
Como todos os experimentos utilizaram uma concentracio celular elevada o baixo crescimento
celular foi seguido de uma alta taxa de morte celular, cultivos com uma baixa concentragao
inicial de células podem apresentar melhores resultados. Como ndo foram realizados, varios
experimentos com as mesmas condi¢des iniciais a baixa confianga nos dados e dificultou a
andlise dos resultados. A falta de indicadores estatisticos como R? impossibilitou a

quantificag¢do da precisdo dos modelos.
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