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OBJETIVO:

Comparar diferentes metodologias de calculo da velocidade especifica maxima de crescimento
(umax) de uma populag&o microbiana, a partir de dados experimentais de concentragdo celular, obtidos

durante cultivos em modo descontinuo.

INTRODUGAO:

A biotecnologia surge de interacdes estratégicas entre ciéncia e engenharia, resultando em
produtos tecnolégicos com grande aplicacdo nas areas de medicina, agricultura, industria e controle
ambiental (BUTLER, 2011). Porém, foi apenas em 1980 que a natureza comercial da biotecnologia ficou
clara, com a primeira patente emitida para um organismo vivo, submetida pela Exxon para uma espécie
de Pseudomonas geneticamente modificada (GOODMAN, 2009 apud BUTLER, 2011).

Desde entédo, o mercado de biotechologia vem ganhando for¢a, a ponto de em 2020, os produtos
de biorrefinarias representarem 586,8 bilhGes de délares no mercado global, com uma taxa de
crescimento anual composta estimada em 8,1% até 2025 (BCC RESEARCH, 2021). Persistem, porém,
varios desafios tecnoldgicos ligados a complexidade inerente a biotecnologia, como, o cultivo em
microplacas, que requer uma andlise de varios cultivos (centenas ou milhares) de maneira agil.

Consequentemente, entender o crescimento microbiano e a formacéao de produtos ao longo do
tempo é essencial, o que é feito através dos estudos cinéticos. Eles envolvem toda a dindmica da vida
microbiana: crescimento em si, sobrevivéncia e morte, formacdo de produtos, adapta¢des, mutacdes,
ciclos celulares, efeitos ambientais e interagfes bioldgicas (PANIKOV, 2011).

Um dos focos dos estudos cinéticos € a determinagdo da taxa ou velocidade com que uma
populacao cresce, cujo principal parametro é a velocidade especifica de crescimento, representada pela

letra grega | e que tem dimensdes de T (DORAN, 2012). Ao longo do crescimento populacional do

XXXI Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP — 2023 1



microrganismo, existe uma fase em que as células ndo encontram nenhuma limitacdo de nutrientes nem
gualquer inibicdo, e 0 meio esta sob condicdes fisico-quimicas adequadas e com mistura perfeita. A
populacdo entdo cresce a maior velocidade possivel (velocidade especifica de crescimento maxima,
Umax), até que um substrato se torne limitante do crescimento ou algum composto atinja concentracfes
inibitérias. Esse periodo recebe o nome de fase de crescimento exponencial e ocorre com muita
frequéncia tanto em pesquisas quanto em situac¢des aplicadas (RODRIGUES, 2021; PANIKOV, 2011).
De maneira geral, a otimizacao de bioprocessos visa ampliar essa fase ao longo da batelada.

Segundo Doran (2012), na fase exponencial, uma das simplificacbes possiveis é considerar u
constante e equivalente a Uvax. Nessa fase, o crescimento pode ser descrito pelas Equacgdes 1 e 2,

sendo Xp a concentracao inicial e X a concentracdo de células num instante t da fase exponencial.

tyaxt =X —InXp (1)

X(t) = X, - ebmax-t (2)
Entretanto, a velocidade de crescimento ndo é méaxima durante todo o tempo de cultivo. No inicio,
tende a ser menor, para uma “adaptacao”. Ao final, metabdlitos téxicos, competicao intraespecifica, entre

outros fatores, tendem a diminuir também o valor da velocidade. Por isso, 0 comportamento mais comum

do crescimento microbiano é o representado

=
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representado na parte inferior da mesma TEMPO
] ) ) ) Figura 1 - Velocidade especifica de crescimento méaxima — fonte:
Figura 1 e serd mais bem explicado na Metodologia. Adaptado de Monod (1949)

METODOLOGIA:

A metodologia pode ser dividida em duas partes: a obtencéo de u,4x por diferentes métodos e
a comparacao dos resultados obtidos entre si, através de uma analise estatistica.

OBTENCAO DE pwax: primeiramente, a velocidade especifica maxima de crescimento foi obtida

pelo método mais difundido pela literatura. Ele consiste em fazer um grafico de in (X) em funcédo do
tempo, determinar visualmente a regido que compreende a fase exponencial (reta de maior inclinag&o)
e fazer a regresséo linear dos pontos compreendidos nessa regido. O coeficiente angular da reta
(inclinac&o) corresponde ao valor de 4%, conforme mostra a Figura 2. O procedimento foi repetido

para todos os cultivos, incluindo as replicatas.
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2. Grifico de In(X) x ¢ 3. Detecgdo visual da regido linear

0 5 10 M s 20 25 0 5 10 s 20 25

1. Dados crus ° 0 2
Tempo (h)| X(Abs) | In (X) 051 r,-—-ha— s
0 0,0952 -2,35178 K # Dados
0,25 0,095 -2,35388 fF -1 4 * —] _ 1]
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4. Ajuste de uma reta com os pontos da fase exponencial
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5. Determinagdo de gy Dad
L] ados

Hyax = coeficiente angular
Huax = A7)

= Ajuste Linear da
Fase Exponencial

. In (X)

Figura 2 - Passo a passo do método visual para a determinagéo de pvax — fonte: Autoria propria.

Em seguida, varios métodos automaticos para o célculo da velocidade especifica de crescimento
maxima foram aplicados: as propostas de Cunha (2022) — Método Geométrico; Trivellin et al. (2022) —
Método de Splines; Le Duy; Zajic (1973) — Método de Derivadas Geométricas; e o Modelo de Gompertz
Modificado, apresentado por Zwietering et al. (1990) e presente na linguagem de programacdo R.
Também, para cada modelo, todos os cultivos foram analisados, incluindo as replicatas. Finalmente, as
rotinas foram repetidas — inclusive o método tradicional — considerando-se a metodologia proposta por
Rodrigues et al. (2021), em que cada modelo foi ajustado a todas as replicatas de uma mesma linhagem
simultaneamente.

ANALISE ESTATISTICA: Algumas propostas de andlises estatisticas foram levantadas. Um

estudo mais detalhado se faz necessario para compreender bem o significado e aplicacéo de cada teste.
Por ora, o principal meio comparativo foi o médulo do desvio relativo, cujo céalculo foi feito conforme a
Equacéo 3, para cada valor de uwax obtido.

. . UMAX; —Hpax
Desvio Relativo = M

®3)

Eymax

Em que:
A = Método visual usual;
i = Outros métodos.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os resultados apresentados foram obtidos a partir dos dados fornecidos por Beato (2016). Para
uma melhor visualizacdo, os resultados dos cinco métodos mais proximos foram colocados em um

grafico, usando os dados de crescimento em glicose (Figura 3).
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® Método de Splines Simultaneo = Método Geométrico Simultaneo = Método Visual Simultaneo m Método Geométrico — Método Visual
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Figura 3 - Comparacéo gréafica dos valores obtidos para puax entre alguns métodos e o método visual — fonte: Autoria propria

E possivel observar que os valores mostrados na Figura 3 s&o relativamente proximos entre si,
mostrando um indicio de que os métodos podem ser intercambiaveis. Apesar disso, alguns cultivos
apresentaram resultados bastante distintos, especialmente quando se compara o método de splines
simultdneos com os demais. Uma das explicagfes possiveis € o formato da curva. Provavelmente, existe
alguma caracteristica no perfil de crescimento que impactou na aplicacdo do método.

Ja no caso do desvio relativo, o parametro permitiu inferir qual método é mais proximo do
tradicional. A Tabela 1 apresenta a frequéncia com que cada método apresentou o menor desvio relativo.

Analisando cultivo a cultivo, para encontrar o0 menor desvio, chegou-se a conclusdo de que os quatro
Frequéncia com que cada método apresentou o
menor desvio relativo

mais semelhantes ao tradicional, nesta ordem,

sdo: método visual com as curvas ajustadas Método Frequéncia
simultaneamente; método proposto por Cunha Cunha (2022) 17
2022 ) q Curvas Ajustadas| Trivellin et al. (2022) 0
(2022) com as curvas ajustadas Separadamente |Zwietering et al. (1990) 0
separadamente; esse mesmo método com as Le Duy e Zajic (1973) 0
curvas ajustadas simultaneamente; método Visual 20
o : Cunha (2022) 11
proposto por Trivellin et al. (2022), curvas |CUvas Austadas — Jpr o e 050 10
] ) Simultaneamente ————
ajustadas simultaneamente. Zwietering et al. (1990) 0
Le Duy e Zajic (1973) 0

Tabela 1 - Frequéncia com que cada método apresentou o0 menor
desvio relativo — fonte: Autoria prépria
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CONCLUSOES:

Antes de tudo, este trabalho abriu margem para uma discussao a respeito de “um método correto
para determinar a velocidade especifica de crescimento maxima”. Ao longo de muitos anos, varias
publicacBes tém assumido como verdade absoluta os valores obtidos pelo método tradicional. Nesse
sentido, a iniciagdo cientifica abre margem para um questionamento sobre se determinado método é
valido ou ndo e, por esse motivo, uma analise estatistica mais profunda € muito importante para que se
possa confirmar ou ndo a validade dos métodos, incluindo o tradicional. Assim, um melhor estudo
estatistico esta sendo desenvolvido ainda durante a iniciagéo cientifica.

Por outro lado, a relativa proximidade entre os valores obtidos por muitos dos métodos aplicados
leva a concluséo de que é possivel encontrar métodos automaticos com resultados muito proximos ao
manual. Dessa forma, ndo apenas a vida de pesquisadores podera ser facilitada — minimizando o tempo
para o calculo de pardmetros — mas também essa ideia podera ser levada a industrias e laboratérios de
larga escala, nos quais o volume de dados é muito grande e a velocidade de processamento deve ser
maxima.

Por fim, vale destacar que, para este trabalho, foram analisados somente dados de cultivos com
leveduras. No futuro, sera interessante realizar a analise com dados de outros microrganismos, como

bactérias e bolores, e observar como o microrganismo impacta nos resultados obtidos por cada método.
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