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Resumo: O Poli(3-hidroxibutirato) — P(3HB) - é um poliéster sintetizado por inimeras bactérias e armazenado como
corpos de inclusdo nas células como reserva de energia. O P(3HB) é produzido a partir de fontes renovaveis e sua principal
caracteristica é a biodegradabilidade. Modelou-se o bioprocesso da producéo de P(3HB) por Bacillus megaterium em cultivo
submerso sem controle do pH do meio. Modelos de cinética microbiana, produgéo de polimero e consumo de substratos foram
estudados, propondo-se modificacdes a fim de inserir a influencia do pH do meio de cultivo no modelo. Os modelos foram
implementados no software EMSO. Os parémetros dos modelos foram estimados com os dados obtidos em biorreator de
bancada. O modelo H inibidor foi o que melhor representou o bioprocesso.
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1 Introducéo

Os plésticos sdo materiais ideais para a produgdo de
diversos bens de consumo devido a sua durabilidade e
resisténcia a degradacdo. No entanto, estas mesmas
qualidades sdo causas de problemas ambientais e de gestao
de residuos. Com isso, o interesse no desenvolvimento de
polimeros biodegradaveis tem aumentado
consideravelmente (FULL et al., 2006).

O Poli(3-hidroxibutirato) ou P(3HB) esta entre os
biopolimeros de maior interesse por ser um poliéster
biodegradavel com propriedades semelhantes ao
polipropileno (LEE, 1996). O P(3HB) ¢ produzido
intracelularmente por diversas bactérias com objetivo de
armazenamento de energia. A obtengdo envolve complexas
rotas metabdlicas que sdo influenciadas pelas condi¢des do
meio de cultivo (LUENGO et al., 2003; REDDY et al.,
2003). Assim, a modelagem do sistema apresenta-se como
uma ferramenta para o estudo deste bioprocesso.

Em razdo da complexidade dos bioprocessos (que
envolvem leis fisico-quimicas, bioquimicas e genéticas) a
sua modelagem matematica é, geralmente, baseada em
hipoteses simplificadoras. Assim, os modelos podem
representar corretamente somente um numero limitado de
propriedades do processo (RAJE ¢ SRIVASTAVA, 1998;
SCHMIDELL et al., 2001).

O objetivo principal deste trabalho ¢ estudar modelos
matematicos capazes de descrever adequadamente

o comportamento da bactéria Bacillus megaterium na
producdo do biopolimero Poli(3-hidroxibutirato). Os
modelos foram implementados no software EMSO
(Environment for Modeling, Simulation and Optimization)
onde foram realizadas tanto a etapa de estimag@o dos
paradmetros dos modelos como as simulagdes.

2. Materiais e Métodos

Os dados experimentais utilizados foram obtidos
com a bactéria B. megaterium, DSM 32", em cultivo
submerso sem controle do pH do meio de cultura. Foi
utilizado meio mineral com adi¢do de agucar e nitrogénio
como principais nutrientes (FACCIN, 2007; FACCIN et
al., 2009).

O modelo utilizado para descrigdo da produgdo de
biopolimero ¢ baseado nas equagdes de balango
apresentadas na Tabela 1, onde X, R, P, S e N
representam, respectivamente, as concentragdes de
biomassa total, biomassa residual, polimero acumulado,
sacarose € nitrogénio, e L, € a taxa de crescimento
especifica.
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Tabela 1. Modelo do bioprocesso de obtengdo de P(3HB).

Biomassa total X=R+P
dR
Biomassa residual E = (/Ux —Kq ) R
dP
P(3HB) —=(k, - a1, +k, )-
dt
ds
Sacarose W = _(05 CHy T+ 7)'
dt
dN Hy
Nitrogénio TR ’
dt Yy /n
*pH pH 27_(ka P)
*Hidrogénio H=10""

* somente para os modelos que utilizam o pH

Os demais parametros e variaveis que aparecem nas
equagdes das Tabelas 1 e 2, por questdes de espago, sdo
descritos na lista de variaveis no final deste artigo.

A partir das equacgdes basicas apresentadas na
Tabela 1 foram testados 4 modelos, os quais se diferenciam
na expressao utilizada para p, (Tabela 2). As expressoes
propostas para p, foram desenvolvidas a partir de outras
expressoes existentes na literatura para a influéncia de
processos inibitorios (SCHMIDELL et al., 2001) e para
acdo do pH do meio na produgdo de acido latico
(AKERBERG et al., 1998).

Estimacdo dos Parimetros e Simulagdo: A estimacdo dos
parametros do modelo foi feita no EMSO (Soares e Secchi,
2003), utilizando o método dos poliedros flexiveis (Nelder
e Mead, 1964).

A seguinte fungdo objetivo foi utilizada:
: TN\ 2
FObj=Y" Z((CU -C)) /aj}
j i

onde Ci j e Ci,j representam, respectivamente, 0s
,

valores experimental e predito pelo modelo da
concentracdo da espécie j (com j = X, P, S ou N para o
modelo sem pH e j = X, P, S, N e H (ou pH) para os
demais modelos) no i-ésimo ponto experimental e Gj € o
desvio padrio do instrumento de medida.

A simulagdo também foi realizada no EMSO,
utilizando o integrador DASSLC para a resolucdo das
equagdes algébrico-diferenciais (SECCHI, 2008).

3. Resultados e Discussdes

Os resultados da estimagdo dos pardmetros dos
modelos analisados e o valor da fungéo objetivo para cada
modelo estdo apresentados na Tabela 3

Pode ser observado que o menor valor da funcdo
objetivo foi obtida para o modelo H inibidor com pequena
diferenga comparando-se a0 AKEBERG. Cabe salientar
que o modelo H_inibidor possui um nimero de
parametros menor que o AKERBERG.

Analisando-se o resultado para o modelo Sem pH,
observa-se que o valor da fun¢do objetivo ndo foi muito
diferente podendo ser considerada satisfatoria e além
disso, possui 0 menor nimero de parametros dentre os
modelos testados. Porém, este modelo ndo pode ser
considerado numa comparacdo direta deste indice, pois
ndo utiliza a variavel pH (ou H) em suas equagdes e, desta
forma, sua fung@o objetivo ndo leva em consideracdo a
diferenga na predigdo do valor de pH em relagdo aos
dados experimentais, assim apresenta um termo a menos
na fungdo objetivo.

Tabela2. Equagdes para taxa de crescimento especifica py.

S H S N
em = .
i i Ko 75 ) (K +N
- S N H
H inibidor M, = U, l-——
Kg+S) (K +N H,
o S N pH
pH inibidor M, = Uy K15 K N oH -1
SS NS min
AKERBERG = > N :
Pl k5 ) I K +N ) (T (ky, /H)H Ko, -H
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Tabela 3. Pardmetros estimados e valor da fun¢do objetivo para cada modelo

Parametro Unidade Sem pH AKERBERG H inibidor pH inibidor
Kss gL? 0,1043 0,6900 0,2567 1,1987
Ksn gL? 0,1804 0,4588 0,0099 0,0009
. st 1,0613 3,0002 0,7638 1,3759

a 1,8999 1,6297 1,6756 1,7662
y st 0,0102 0,0009 0,0837 0,0052
Ky gg* 0,3657 0,3034 0,3005 0,2614
K; st -0,0071 -0,0041 0,0154 0,0211
Yy gg* 8,8120 12,1613 10,8677 11,3548
kg st 0,0780 0,1417 0,0766 0,1004
Hum gL? - 3,60E-05
Ko Lg* - 1,9377 1,9227 1,8357
PHuin - - 4,1417
K gL? - 1,173E-07 - -
Kan Lg* - 7,691E+04 - .
Funcéo Objetivo 1,6200 1,3608 1,3291 4,0641

Na Tabela 4 ¢ mostrado o valor do coeficiente de
determinagio (R?) para cada modelo. O coeficiente de
determinagdo ¢ uma medida relativa de adequag@o do
ajuste de um modelo e indica a relagdo entre a variagao
explicada pelo modelo e a variagdo total da variavel
dependente. Observando a Tabela 4 novamente ¢ possivel
verificar que os modelos de AKERBERG e H inibidor
apresentaram os melhores resultados, ambos modelos
explicam pelo menos 98% da variancia dos dados
experimentais para a maioria das varidveis, com excessiao
da variavel pH que possui um R? menor, em torno de 0,93.

Tabela 4. Valores de coeficiente de determinagio( R?) para
cada modelo.

SempH AKERBERG Hinibidor pH inibidor

X 0,9816 0,9889 0,9896 0,9612
P 0,9837 0,9869 0,9851 0,9422
S 0,9899 0,9878 0,9901 0,9744
N 0,8577 0,9863 0,9854 0,9818
pH - 0,9327 0,9327 0,9302

Para melhor comparar os resultados, também foi
calculado o erro médio quadratico (MSE) para cada
variavel dos modelos (Tabela 5). Como para o célculo
deste erro sdo considerados o numero de parametros do
modelo frente ao nimero de pontos experimentais (graus
de liberdade). Na Tabela 5 podemos observar que o
modelo H_inibidor possui melhores resultados que o
modelo AKERBERG, isso deve-se ao fato que o primeiro
modelo possui menor numero de pardmetros.

Tabela 5. Valores de erro médio quadratico (MSE) para cada
modelo.

SempH AKERBERG H inibidor pH inibidor

X 9,39E-03 1,13E-02 7,96E-03 2,98E-02
P 9,22E-04 1,49E-03 1,26E-03 4,91E-03
S 1,78E-02 4,30E-02 2,61E-02 6,78E-02
N 541E-04 1,04E-04 8,31E-05 1,04E-04
pH - 6,96E-01 5,23E-01 5,42E-01

Com o valor dos pardmetros estimados foram feitas
simulagdes utilizando os modelos descritos, que sio
apresentados juntamente com os dados experimentais nas
Figuras 1 a 5.

Analisando a variagdo da concentragdo de biomassa
total com o tempo (Figura 1), percebe-se que, para a os
pontos até 7 horas de cultivo, os modelos sem pH ¢ H
inibidor sdo os que apresentam o menor desvio dos dados
experimentais. A partir deste horario, nenhum modelo
consegue reproduzir o comportamento experimental.

Com relagdo a concentracdo de P(3HB) (Figura 2),
percebe-se que o modelo AKERBERG ¢ o que melhor
segue a tendéncia dos dados experimentais até 7 horas de
cultivo. Apds esse tempo, o modelo sem pH apresenta,
aparentemente o melhor resultado.
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Figura 1. Formagdo de biomassa total em fungdo do tempo
de cultivo.
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Figura 2. Formagdo de P(3HB) em fungéo do tempo de
cultivo.

Nota-se que nenhum modelo conseguiu se ajustar
adequadamente ao pico maximo de producdo de
biopolimero em torno das 9 horas de cultivo ou a
ocorréncia de consumo de P(3HB) observado
experimentalmente, a partir de 9 horas de -cultivo
(Figura 2).

Também para a variagdo da concentragido de sacarose
com o tempo (Figura 3) os modelos mais representativos
sdo o sem pH e o H inibidor. Observa-se que no inicio do
cultivo e a partir de 10 horas de cultivo, os valores
experimentais de sacarose apresentam valores maiores que
os pontos imediatamente anteriores, o que ¢ fisicamente
inconsistente, e que pode ser atribuido exclusivamente ao
erro de medigdo desta variavel, ja que ndo ha geragdo de
sacarose no meio. Isso aumenta o erro na estimagdo de
parametros.
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Figura 3. Consumo de sacarose em fungdo do tempo de
cultivo.

A Figura 4 mostra os dados experimentais e as
predi¢des dos modelos para a variagdo da concentragao de
nitrogénio com o tempo.
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Figura 4. Consumo de nitrogénio em fungdo do tempo de
cultivo.

O modelo sem pH prediz uma concentragdo nula de
nitrogénio no cultivo a partir das 8 horas de processo, o
que ndo ¢ verificado experimentalmente. Isto pode ser
explicado pelo fato que o modelo sem pH néo contempla a
concentracdo de ions de hidrogénio em suas equagdes,
fazendo que a auséncia de crescimento celular e de
producdo de biopolimero seja artificialmente justificada
pela auséncia de nutrientes, no caso, de nitrogénio por
apresentar menor concentragdo no meio.

O modelo que melhor se ajustou aos valores de
nitrogénio foi o H_inibidor, apresentando um desvio a
partir de 8 horas.



VIl OKTOBERFORUM — PPGEQR 3

WWW.ENR.UFRGS.BR/OKTOBERFORUM

Na analise da variagdo do pH com o tempo
(Figura 5), percebe-se que o meio vai se acidificando ao
longo do cultivo.

Nota-se que, em cerca de 8 horas de cultivo, o pH
caiu acentuadamente, atingindo o valor proximo de 4,5 no
experimento. Isto indica que o meio com este valor de pH
seja prejudicial a bactéria B. megaterium, podendo ser
observado na Figura 1 a inibi¢ao do crescimento verificada
pela estagnagdo da biomassa embora ndo tenha ocorrido
limitagdo de subtrato. Também pode-se verificar queda na
produgdo de P(3HB) a partir do mesmo periodo (Figura 2).
O valor atingido experimentalmente foi 4,44 que € o
mesmo valor do parametro Hmin do modelo H_inibidor
quando convertido a valor do pH.

~~~~~~~~~ pH_H inibidor
— - =pH_pH inibidor
——pH_AKERBERG

® pH_exp

pH

0 2 8 10 12

6
Tempo (h)
Figura 5. Variagdo de pH do meio em fungdo do tempo
cultivo.

A andlise conjunta dos resultados apresentados nas
Figuras 1 a 5 indica que, no geral, o modelo H inibidor foi
0 que representou mais adequadamente o comportamento
das diferentes variaveis analisadas. Isto s6 ndo ocorreu para
variagdo do pH com o tempo, onde o modelo Akerberg
apresentou melhor capacidade de ajuste.

Para a escolha do modelo mais adequado devemos
levar em consideragao, além do valor da fung@o objetivo, o
nimero de pardmetros necessarios para a obtencdo do
ajuste, e neste caso o modelo H_inibidor tem vantagem
frente o AKERBERG.

4, Conclusao

A implementacdo dos modelos no EMSO foi
realizada com sucesso, assim como a estratégia de
estimacdo de pardmetros dos modelos mostrou-se
adequada.

Foi observada a importancia de considerar o efeito da
concentracdo de ions de hidrogénio no modelo, uma vez
que um pH em torno de 4,5 inibe o crescimento celular e a
producdo de P(3HB). O modelo H inibidor foi o que, em
linhas gerais, melhor se adequou aos dados experimentais,
representando, de modo satisfatorio, o comportamento da
bactéria frente a acidificagdo do meio.
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7. Lista de variaveis

pHmim
K{H
KoH

concentracdo célula residual (biomassa residual)
concentracdo de substrato carbono
concentracdo de substrato nitrogénio

concentrac@o de produto

concentracdo de ions de hidrogénio medidos em termos de pH

pH do meio de cultivo

velocidade especifica de crescimento

fator de conversao de substrato em células

tempo

taxa de crescimento maxima especifica

termo associado ao crescimento celular

termo ndo associado ao crescimento celular

constante para o substrato limitante — fonte de carbono
constante para o substrato limitante — fonte de nitrogénio
constante cinética associada a morte celular

termo associado ao crescimento celular

termo ndo associado ao crescimento celular
concentracao de ions de hidrogénio maxima

menor valor de pH tolerado pela bactéria

parametros cinéticos associados a concentracao de ions de

parametros cinéticos associados a concentragdo de ions de



