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RESUMO

Os modelos tradicionais de bioprocessos ndo incorporam a heterogeneidade da
biofase, considerando a populacdo constituida de individuos idénticos. Estes modelos ndo
sdo capazes de descrever fendmenos observados experimentalmente, como oscilagdes

espontaneas em culturas continuas de leveduras e o sincronismo celular.

Este trabalho propde um modelo segregado estruturado em idade celular para um
bioprocesso conduzido por uma populagdo de Saccharomyces cerevisiae em fermentador
continuo agitado. Este modelo computa densidades de nimeros de células ativas, inativas e
mortas e considera as influéncias do ambiente (concentracBes de substrato e oferta de
oxigénio) e da operagdo do ciclo celular sobre as taxas de divisdo, morte e transicdes entre
as classes ativa e inativa. A definicdo da classe de células inativas € realizada em acordo
com evidéncias experimentais sobre o fendmeno de quiescéncia das leveduras. Por fim, sdo
implementados dois conjuntos alternativos de funcdes para descrever o ciclo celular das
leveduras, em termos de duracdo e massa celular. A definicdo da variavel idade celular
associada a idade genealdgica das células e da populacdo inativa sdo caracteristicas

exclusivas do modelo proposto.

O modelo é discretizado através de formalismo Galerkin, e seus parametros sao
ajustados a partir de dados experimentais. O modelo é avaliado na comparacdo de suas
predi¢cbes com dados obtidos em batelada, sob diversas condigdes, e suas predi¢fes para
fenbmenos periddicos de culturas continuas aeradas de Saccharomyces cerevisiae sao

exploradas.



viii

ABSTRACT

Traditional bioprocess models do not account for the biophase heterogeneity,
considering the population as made of identical beings. These models are not capable of
describing experimentally observed phenomena, as spontaneous oscillations in yeast

continuous cultures and cellular synchronism.

This work propounds an age-structured segregated model for a bioprocess carried by
Saccharomyces cerevisiae on a continuous stirred-tank fermentor. This model calculates
densities of active, inactive and dead cells per unit of medium volume, and accounts for the
influence of ambient conditions (concentrations of substrate and oxygen feed) and cell-
cycle operation on rates of division, death, and transitions between active and inactive cells.
The class of inactive cells is defined according to experimental evidence on the quiescence
of yeast. Two alternative sets of functions that compute single-cell mass and duration of cell
cycles are used by the model. The definitions of a cell age variable related to genealogical

age and an inactive population are features unique to the model proposed herein.

The model is discretized using a Galerkin method and its parameters are adjusted
from experimental data. The model is evaluated by comparing its predictions with data from
batch runs under several operating conditions and its predictions of periodic phenomena

observed in aerated continuous cultures of Saccharomyces cerevisiae are explored.
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NOTACAO

t Tempo h
a Idade celular genealdgica -
L(a) Duracdo "instantanea” do ciclo celular para individuo com idade h

a, tal que L(a)™ é a taxa de envelhecimento, expressa no continuo

a, por unidade de tempo real

O Variavel associada a oferta de oxigénio no CSTF -

s™N(t) Concentracgdo de substrato na corrente de alimentacao g/L

S(t) Concentracdo de substrato no CSTF g/L

Na(a,t) Densidade de namero de células ativas por unidade de volume no  cél/L
CSTF

N (a,t) Densidade de numero de células ativas por unidade de volume na  cél/L
alimentacao

Ni(a,t) Densidade de nimero de células inativas por unidade de volume  cél/L
no CSTF

N (a,t) Densidade de nimero de células inativas por unidade de volume  cél/L
na alimentacéo

Np(at) Densidade de nimero de células mortas por unidade de volume cel/L
no CSTF

N (a,t) Densidade de nimero de células mortas por unidade de volume na cél/L
alimentacao

F Vazao da alimentagéo L/h

\Y Volume do CSTF L

B(a,S,0) Densidade de probabilidade, no continuo de tempo, de divisao ht

celular em funcdo da idade, da concentracdo de substrato e da
oferta de oxigénio no CSTF
Da(a,S,0) Densidade de probabilidade, no continuo de tempo, de morte de  h™

uma celula ativa em funcdo da idade, da concentracdo de



XVi

1(a,S,0)

A(a,S,0)

D|(8.,S,O)

ni (a.t)

substrato e da oferta de oxigénio no CSTF (transicdo ativa —
morta)

Densidade de probabilidade, no continuo de tempo, de inativacao
de uma celula ativa em funcgdo da idade, da concentracao de
substrato e da oferta de oxigénio no CSTF (transicdo ativa —
inativa)

Densidade de probabilidade, no continuo de tempo, de ativagéo de
uma célula inativa em fungdo da idade, da concentragdo de
substrato e da oferta de oxigénio no CSTF (transicdo inativa —
ativa)

Densidade de probabilidade, no continuo de tempo, de morte de
uma celula inativa em funcéo da idade, da concentracéo de
substrato e da oferta de oxigénio no CSTF (transicdo inativa —
morta)

Taxa media de consumo de substrato por célula ativa de idade a
sob as condigOes ambientais S e O

Concentragdo inicial de substrato

Densidade inicial de nimero de células ativas por unidade de
volume no CSTF

Densidade inicial de nimero de células inativas por unidade de
volume no CSTF

Densidade inicial de nimero de células mortas por unidade de
volume no CSTF

Concentragdo inicial de células ativas por unidade de volume no
CSTF

Densidade adimensional de nimero de células ativas por unidade
de volume no CSTF

Densidade adimensional de nimero de células ativas por unidade

de volume na alimentacéo

h-l

h-l

g/célh

g/L
cél/L

cél/L

cél/L

cél/L
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amAX

amin

Densidade adimensional inicial de nimero de celulas ativas por
unidade de volume no CSTF

Densidade adimensional de nimero de células inativas por
unidade de volume no CSTF

Densidade adimensional de nimero de células inativas por
unidade de volume na alimentagéo

Densidade adimensional inicial de nimero de celulas inativas por

unidade de volume no CSTF

Densidade adimensional de nimero de células mortas por unidade

de volume no CSTF

Densidade adimensional de nimero de células mortas por unidade

de volume na alimentagéo

Densidade adimensional inicial de nimero de células mortas por
unidade de volume no CSTF

Taxa media de consumo de substrato da populacdo sob as
condicBes ambientais Se O

Funcdo pulso retangular, usada como base da discretizacéo do
modelo BPM via formalismo Galerkin

Funcéo degrau unitéario

Valor maximo do dominio de idade para simula¢do do modelo
BPM

Valor minimo do dominio de idade para simulagdo do modelo
BPM

NUmero de discretizagBes adotadas na implementagdo do
formalismo Galerkin

Comprimento caracteristico da discretizacdo do modelo BPM no
continuo de idades

Coeficientes da serie de Fourier referente a densidade

adimensional de células ativas por unidade de volume no CSTF,

g/L'h
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utilizada na discretizacdo do modelo BPM

Coeficientes da série de Fourier referente a densidade -
adimensional inicial de células ativas por unidade de volume no
CSTF, utilizada na discretizacdo do modelo BPM

Coeficientes da serie de Fourier referente a densidade -
adimensional de células ativas por unidade de volume na
alimentacdo, utilizada na discretizagdo do modelo BPM

Coeficientes da série de Fourier referente a densidade -
adimensional de células inativas por unidade de volume no CSTF,
utilizada na discretizacdo do modelo BPM

Coeficientes da série de Fourier referente a densidade -
adimensional inicial de células inativas por unidade de volume no
CSTF, utilizada na discretizacdo do modelo BPM

Coeficientes da serie de Fourier referente a densidade -
adimensional de celulas inativas por unidade de volume na
alimentacdo, utilizada na discretizagdo do modelo BPM

Coeficientes da série de Fourier referente a densidade -
adimensional de células mortas por unidade de volume no CSTF,
utilizada na discretizacdo do modelo BPM

Coeficientes da série de Fourier referente a densidade -
adimensional inicial de células mortas por unidade de volume no
CSTF, utilizada na discretizacdo do modelo BPM

Coeficientes da serie de Fourier referente a densidade -
adimensional de células mortas por unidade de volume na
alimentacdo, utilizada na discretizagdo do modelo BPM

Coeficientes da série de Fourier referente ao inverso da duragdo  h™
“instantanea” do ciclo celular, utilizada na discretizacdo do

modelo BPM

Coeficientes da serie de Fourier referente a probabilidade de ht

divisdo celular, utilizada na discretizacdo do modelo BPM
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Coeficientes da serie de Fourier referente a probabilidade de
morte de células ativas, utilizada na discretizacdo do modelo
BPM

Coeficientes da serie de Fourier referente a probabilidade de
inativacao de células ativas, utilizada na discretizacdo do modelo
BPM

Coeficientes da serie de Fourier referente a probabilidade de
morte de células inativas, utilizada na discretizagdo do modelo
BPM

Coeficientes da série de Fourier referente a probabilidade de
ativacdo de células ativas, utilizada na discretizacdo do modelo
BPM
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1. INTRODUCAO

Os processos de transformagao executados por microrganismos séo explorados pelo
homem, de forma artesanal, hd milhares de anos (por exemplo, a producéo de pées, vinhos
e cerveja). Devido aos avancos das biotecnologias, as aplicagdes industriais de tais
processos, embora muitas sejam tradicionais, tém se diversificado nas ultimas décadas. N&o
apenas é vasta a quantidade de produtos, matérias-primas e cepas de microrganismos
utilizadas industrialmente, mas também é muito variado o conjunto de modos de operagdo
sob 0s quais tais processos sdo conduzidos (em regime batelada ou continuo, sob condi¢Ges

aerdbias ou anoxicas, usando culturas puras ou mistas, etc.).

A engenharia destes bioprocessos abrange ndo apenas as areas do conhecimento
tradicionalmente relacionadas a engenharia de processos quimicos, mas também precisa
abranger conhecimentos bioquimicos, genéticos e de dindmica populacional. Os fenémenos
inerentes aos microrganismos, em escopo individual (metabolismo, reproducéo e mutacéo,
por exemplo) ou coletivo (como a competicdo entre individuos), precisam ser
adequadamente considerados durante as etapas de projeto, controle e otimizacdo do
bioprocesso. Nestas tarefas, a engenharia de bioprocessos tradicionalmente vale-se mais do
conhecimento empiricamente obtido sobre o desempenho de uma populacdo de
microrganismos sob condic¢des razoavelmente definidas, do que de previsdes oriundas de
simulacdo de modelos mateméticos do processo. Isto se deve, em grande parte, a
imprecisdo dos modelos matematicos tradicionalmente empregados em bioprocessos

(baseados no modelo de Monod — ou o préprio), decorrente, basicamente, de:

Q) falta de conhecimento cientifico sobre os fenémenos biol6gicos envolvidos;
e
(ii) abordagem tradicionalmente reducionista dos modelos matematicos que

descrevem os bioprocessos.
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Sistemas complexos como os caracterizados por interacGes entre populagdes de
microrganismos e 0 meio ambiente (seja este um estuério natural ou um meio de cultura
definido em reator) ndo podem ser adequadamente descritos por modelos tradicionais.
Modelos que utilizam poucas informacGes sobre a populacdo e o ambiente
(tradicionalmente, apenas a massa total de microrganismos e a concentracdo do substrato
limitante) ndo conseguem descrever uma ampla gama de comportamentos dindmicos
decorrentes da interagcdo entre ambos (por exemplo, a diauxia). De uma forma geral, 0 quao
mais complexo o fendmeno biol6gico de interesse, mais informacdo sobre 0 mesmo deve

estar incluida no modelo usado para descrevé-lo.

Por exemplo, 0 modelo de Monod descreve muito bem o comportamento de varios
processos fermentativos em regime batelada. Para algumas combinagbes de
microrganismos e substratos, uma simples alteracdo para acrescentar a descricdo de 0s
efeitos de inibicdo sobre o metabolismo microbiano causados por substrato(s) expande o
elenco de fendbmenos que podem ser descritos. Para que um modelo descreva um fenémeno
ainda mais complexo, como as oscilagdes autbnomas observadas em culturas continuas
aeradas de levedura gemulante, outras informacdes sobre a populagdo microbiana devem

ser incluidas no modelo, alterando sua estrutura.

No caso de sistemas bioldgicos, se a descricdo de fendmenos complexos requer o
tratamento de mais informacdes sobre a populacdo, tal expansdo € potencialmente
trabalhosa. Estes sistemas sdo caracterizados por ampla variedade de efeitos ndo-lineares
acoplados. As populagBes séo intrinsecamente heterogéneas. Os fendmenos observados
macroscopicamente (comportamento da populacdo) sdo decorrentes da cooperagdo de
fenbmenos microscopicos (comportamento dos individuos) cuja observagdo é muito dificil
e cara (quando ndo impossivel, dado o atual estagio do conhecimento cientifico e da
tecnologia experimental). Ndo € por outro motivo, sendo tal dificuldade de abordagem, que
os modelos “reducionistas”, que incluem pouca informacdo sobre as caracteristicas
individuais dos microrganismos, tém predominado no desenvolvimento da engenharia

bioguimica. Estes modelos costumam reduzir o sistema a um modelo idealizado, onde a
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populacdo € homogénea (todos os individuos sdo considerados iguais) e as taxas das
transformacOes catalisadas por microrganismos sdo dependentes de poucas varidveis
observaveis (tipicamente, a massa total da populagdo, comumente denominada biomassa, e
a concentracdo da fonte de carbono limitante — que sdo varidveis importantes de qualquer
bioprocesso, mas ndo as Unicas). O resultado de tal abordagem costuma ser traduzido na
ineficiéncia (ou impossibilidade) em descrever certos fendmenos, na necessidade de utilizar
diferentes modelos para diferentes estagios/fases do processo (ou diferentes conjuntos de
valores de pardmetros do modelo para cada fase) ou corretores para as predi¢des do modelo
(filtros, redes neurais, etc). Entretanto, é inegavel o sucesso da aplicacao de tais modelos na

descricao precisa de comportamentos genéricos, simples, dos bioprocessos.

De toda forma, este sucesso parcial ndo diminui o interesse da academia e da
inddstria no desenvolvimento de modelos capazes de descrever fendmenos mais
complexos, sobretudo em aplica¢des industriais ligadas a engenharia genética/metabdlica
(utilizagdo de microrganismos de fendtipo alterado, com ou sem expressdo de genes
heterologos), utilizagcdo de microrganismos como sistema modelo para estudos genéticos e
bioquimicos de possivel aplicagdo médica - controles do ciclo celular - e a recente
disponibilizacdo de técnicas experimentais capazes de extrair grandes quantidades de
informacGes em nivel de célula (citometria de fluxo, analise digital de imagens, dentre

outros).

O trabalho aqui apresentado baseia-se na utilizacdo de um arcabougo matematico
tido como uma das alternativas mais propicias para descrever, com generalidade e precisao,
varias classes de comportamentos de processos conduzidos por microrganismos: 0 modelo
de balanco populacional microbiano (BPM) (Villadsen e Nielsen, 1992). Os modelos BPM
permitem relacionar os comportamentos da populagdo as caracteristicas intrinsecas dos
individuos, incluindo informag&o (implicita ou explicita) sobre os mecanismos bioquimicos
e genéticos internos das células (ciclo celular, catabolismo, anabolismo). Entretanto, ha um
onus inerente a estas novas possibilidades: tal tipo de modelo é de dificil solucdo

matematica (bem como suas solucbes apresentam complexas implementaces
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computacionais). Isto porque estes modelos incluem (pelo menos) uma equagdo integro-
diferencial parcial ndo-linear (a equacdo de balanco populacional). Esta equagéo, em geral,
esta acoplada a (pelo menos) mais uma: a equagdo integro-diferencial ordinaria de balanco
material da fonte de carbono limitante. Uma prética comum encontrada na literatura é a
distincdo de subpopulacBes de microrganismos, havendo uma equacdo de balanco
populacional para cada subpopulagdo (Hjortso e Nielsen, 1994; 1995). Nestes casos, a
abordagem mais comum é a de dividir as células em “mdes” (aptas a dividir/ja dividiram ao

menos uma vez) e “filhas” (ainda ndo dividiram/ainda inaptas a dividir).

Este trabalho prop6e uma formulagdo de modelo de dindmica microbiana via
balanco populacional, focando a inclusdo dos seguintes aspectos, que, tomados em

conjunto, constituem abordagem com diferencial em relacdo a literatura corrente:

Q) a populacéo de células é dividida em trés classes: células vivas operando
o ciclo celular normalmente, engajadas no processo de divisdo celular
(ativas); células vivas que nao estdo crescendo nem dividindo, em estado
temporéario de suspensdo da operacdo do ciclo celular (inativas); células
mortas (ndo-viaveis);

(i) 0 modelo usa como variaveis continuas independentes o tempo e a idade
celular. Entretanto, ao contrario de abordagens tipicas, nas quais a idade é
computada como o tempo passado desde o surgimento da célula, aqui a
idade € uma variavel adimensional associada ao numero de divisGes

(ciclos celulares) completados por cada célulg;

Os objetivos deste trabalho também incluem: (i) a obtencdo de dados experimentais
para guiar a formulagdo do modelo; (ii) o ajuste de seus parametros; e (iii) a formulacéo e
implementacdo de modelos de balango populacional microbiano. Por fim, também é
objetivo deste trabalho constatar a capacidade do modelo de simular uma classe de
fendmenos de dindmica populacional de interesse particular (oscilacbes autbnomas de

varidveis macroscépicas em culturas continuas aeradas de Saccharomyces cerevisiae).
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O segundo capitulo, Revisdo Bibliografica, faz um levantamento do histérico e do
atual status dos modelos de balanco populacional microbiano; e da operacdo do ciclo
celular de organismos eucariotos. No terceiro capitulo, Modelo de Dindmica Populacional
Microbiana Estruturado em Idade, é apresentado o modelo de BPM estruturado em idade
proposto neste trabalho. O quarto capitulo, Metodologia Experimental, descreve métodos
experimentais utilizados para a obtencdo dos dados que foram utilizados para ajustar
parametros do modelo. O quinto capitulo, Bases para Simulacao e Ajuste de Parametros,
descreve os detalhes de implementagdo do modelo, metodologia de ajuste de parametros e
condicOes nas quais 0 modelo foi simulado. Os capitulos sexto, sétimo e oitavo mostram 0s
Resultados obtidos em diferentes exploracdes, do ajuste de parametros a avaliacdo de
comportamentos periédicos de culturas continuas aeradas de levedura gemulante. As
Conclusdes sdo apresentadas no capitulo nove, e o décimo capitulo traz a lista das

Referéncias Bibliograficas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Uma descricdo matematica adequada da dindmica de processos de transformacao
executados por microrganismos requer uma compreensdo basica sobre os fendmenos
bioldgicos ocorrendo simultaneamente em dois niveis: (i) celular (ou individual); e (ii)
populacional (ou coletivo). Tais fendmenos bioldgicos abrangem as mais variadas classes
de processos quimicos e genéticos, exibindo complexidade singular. Mesmo 0s mais
simples fendmenos bioldgicos observados superam em muito a complexidade de
sofisticados sistemas da industria de processos quimicos. Por exemplo, a mera duplicacao
de um organismo unicelular eucarioto (como uma levedura) envolve a coordenacdo de
centenas de reacOes metabdlicas acopladas, bem como um grande nimero de processos
genéticos de regulacéo e verificagdo. Obviamente, a modelagem da dindmica de fenbmenos
microbianos é mais desafiadora do que a modelagem de sistemas quimicos tradicionais,

mesmo aqueles caracterizados por grandes populacdes de espécies heterogéneas.
Alguns problemas tipicos da modelagem de processos microbianos:
(1) Em nivel celular
- a ocorréncia de redes de reacbes metabdlicas envolvendo dezenas ou
centenas de reacfes quimicas ou enzimaticas;
- 0 desconhecimento de varias reacOes destas redes metabolicas; e
- adificuldade técnica e/ou econémica para determinar experimentalmente os
parametros envolvidos (constantes cinéticas, coeficientes estequiométricos,
etc.);

(i) Em nivel populacional

- adificuldade de medir a distribuicdo de propriedades entre os individuos;
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- a dificuldade de identificar fendmenos de colaboragdo ou de competicdo
inter ou intraespecificos;
- necessidade de controle rigoroso das condi¢des experimentais para garantir a

reprodutibilidade dos resultados;

As dificuldades apontadas em nivel celular sdo tipicamente associadas as areas da
Bioquimica, Biologia Molecular e Engenharia Metabolica, enquanto aquelas de cunho

populacional estdo associadas a Dinamica Populacional e a Tecnologia de Fermentacdes.

Além disso, a dificuldade matematica e/ou a indisponibilidade de recursos e
ferramentas computacionais para a solugdo dos modelos BPM representam obstaculos
consideraveis. Em decorréncia disto, os modelos tradicionais de sistemas biolégicos
empregados no estudo de bioprocessos, notadamente os modelos classicos (0 modelo de
Monod e suas extensdes), utilizam uma pequena quantidade de informacdes para descrever
e simular tais sistemas, resultando em incapacidade para reproduzir certos comportamentos
microbianos observados experimentalmente, como diauxia, oscilacbes espontaneas ou
sincronia celular. Para descrever estes fendmenos, é preciso incorporar a0 modelo uma

quantidade maior de informagdes.

Embora um maior detalhamento sobre o sistema permita maior generalidade do
modelo, ela implica em maior complexidade matemaética. Assim, ha diversos tipos de
modelos que podem ser utilizados para descrever os sistemas bioldgicos, a escolher de

acordo com as suas capacidades de descrigdo de fenbmenos e os propositos do simulador.

Em geral, os modelos de processos microbianos sao classificados com respeito a
dois aspectos (Villadsen e Nielsen, 1992):

M Quanto ao Modelo de Célula (Tsuchiya et al., 1966)
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(i)

Modelos N&o-Estruturados. Estes modelos descrevem a cinética de
crescimento celular considerando 0 microrganismo como constituido de um
Unico componente; e

Modelos Estruturados. Estes modelos descrevem a cinética de crescimento
celular considerando os constituintes intracelulares (DNA, RNA, proteinas,

glicogénio, etc.) do microrganismo.

Quanto ao Modelo de Populagdo (Ramkrishna, 1979)

Modelos Morfologicamente N&o-Estruturados. Estes modelos consideram
todas as células idénticas, ou seja, a populacdo possui apenas uma forma
morfologica. Estes modelos também sdo conhecidos como néo-
corpusculares ou ndo-segregados; e

Modelos Morfologicamente Estruturados. Estes modelos consideram uma
populacdo microbiana constituida de diversos padrées morfoldgicos
diferentes. S&o também conhecidos como modelos corpusculares. Em
especial, quando se considera uma quantidade infinita (isto é, um continuo)

de padrdes morfoldgicos, estes modelos sdo chamados segregados.

A maioria dos modelos segregados apresentados na literatura sdo modelos de

balanco populacional, ou seja, baseados em funcbes densidade de ndmero de células sob a

acdo de principios probabilisticos de conservacdo, transicdo, geracdo e destruicdo
(Villadsen e Nielsen, 1992).

Os modelos de balango populacional microbiano (BPM) constituem o meio mais

abrangente disponivel para a descricdo de fendmenos dependentes da heterogeneidade da

biomassa, pois relacionam o comportamento global da populacdo com distribuicdes

probabilisticas de propriedades individuais das células. Estas propriedades individuais s&o

caracteristicas da operacdo do ciclo celular de um determinado microrganismo. O ciclo
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celular € o conjunto de fendbmenos coordenados através dos quais uma célula replica todos

0s seus constituintes e se divide em duas células aproximadamente iguais.

O ciclo celular dos eucariotos é controlado de forma similar em todos os
organismos, mas apresenta diferentes detalhes e variacdes especificas para cada espécie ou
cepa. Assim, 0s parametros de um modelo BPM devem ser avaliados para cada cepa. Pelo
mesmo motivo, as formas funcionais dos termos do modelo — que controlam fendmenos de
reproducdo, morte, envelhecimento e consumo de substratos — podem, eventualmente, ser
adaptadas especificamente para um determinado modo de operagdo conhecido do ciclo
celular. Entretanto, é desejdvel a proposicdo de funcBes capazes de descrever o
comportamento de ampla classe de microrganismos, utilizando-se apenas um conjunto de

parametros especifico para cada tipo ou espécie.

2.1 - CicLo CELULAR E METABOLISMO

Os mecanismos basicos do controle do ciclo celular parecem ser similares nos
organismos eucarioticos. As leveduras Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces
pombe sdo dois dos mais simples e poderosos sistemas-modelo para o estudo do controle

do ciclo celular de eucariotos.

Hartwell e Unger (1977) mostraram que as células de Saccharomyces cerevisiae
sofrem divisdo assimétrica e que o seu ciclo celular é controlado por massa: h4 uma massa
minima que a célula deve alcancar para dar inicio ao processo de divisdo. Também
estudaram a variacdo do tempo de geracdo das células com a sua idade genealdgica
(nimero de ciclos) e propuseram um modelo simples para o tamanho da populagdo em
funcdo do tempo de duplicacdo, em condi¢des de crescimento exponencial, e para a

distribuicéo de idades da populagéo.

Uma representacao do ciclo celular normal de Saccharomyces cerevisiae, incluindo

seus eventos-chave, é mostrada na Figura 2.1. A divisdo celular de Saccharomyces
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cerevisiae envolve a formagdo de uma gémula, cujo tamanho aumenta até que seja liberada
da célula-mae, resultando em uma célula-mée e uma célula-filha sem gémulas. O evento
conhecido como “START?”, ocorrido na fase G, da inicio a uma etapa de divisdo. Apés a
ocorréncia do “START”, fatores ambientais, como a escassez de nutrientes, ndo sdo mais
capazes de impedir o processo de divisdo. O “START” € também o ponto de coordenacao
para varios caminhos semi-independentes de eventos do ciclo celular. A gemulagdo é um
sinal visivel de que a célula passou pelo “START”, e, em geral, quanto maior a gémula,

mais proxima esta a divisdo (liberacdo da gémula pela célula-mae).

START

© rd

+
9E©

Figura 2.1 — Ciclo celular de Saccharomyces cerevisiae e principais eventos (Fonte: Futcher, 1993)

A etapa limitante de velocidade para o progresso do ciclo celular é a do crescimento
e sintese de proteinas. H4 um tamanho celular minimo para 0 “START”, em torno de 35
um?® para células hapléides selvagens em meio rico (Futcher, 1993). As células-filhas s&o
menores que as maes e possuem fase G; mais longa (a excecdo de algumas cepas de rapido
crescimento), resultando em um tempo maior para que as filhas completem o ciclo de
divisdo subsequente. Este fendmeno impde um limite para o tempo pelo qual a sincronia

celular de uma cultura de levedura gemulante pode ser mantida. Assim, o grau de sincronia
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de uma populagdo diminui com as divisdes celulares e, para aspectos préaticos, &
notadamente diminuida ap6s dois ciclos celulares. Outra razdo para o desaparecimento da
sincronia € a variacao intrinseca da duracdo dos ciclos celulares entre as células (o que é
uma caracteristica da maioria dos tipos de células). Uma maneira simples de medir o grau

de sincronia é computar a proporcao de células em gemulacéo.

Uma das ferramentas mais importantes para o estudo do ciclo celular é a producéo
de culturas sincronas, que podem ser obtidas basicamente de duas maneiras (Creator e
Joyne, 1993): (i) selecionar e cultivar uma subpopula¢do de uma cultura com células de
mesma idade, ou (ii) induzir a cultura inteira a se dividir a0 mesmo tempo usando
inibidores quimicos, bloqueando e liberando células que contenham defeitos de ciclo

celular sensiveis a temperatura, ou por alimentacéo e inanigdo (“starvation”).

Lord e Wheals (1980) realizaram varios experimentos em batelada, obtendo dados
de idade celular através da contagem do namero de cicatrizes. Ao fim de cada ciclo celular,
a célula-mée adquire uma cicatriz na superficie ao liberar a célula-filha, que ndo exibe
cicatriz. Como cicatrizes subseqlientes ndo sdo sobrepostas a primeira, pode-se determinar
a idade genealdgica das células pelo nimero de cicatrizes. Estes dados confirmaram as

predi¢des do modelo de divisdo assimétrica de Hartwell e Unger (1977).

Thompsom e Wheals (1980) publicaram dados de experimentos em fermentador
continuo, sob condi¢des de crescimento balanceado, obtidos como nos experimentos em
batelada divulgados anteriormente. Novamente, foi confirmada a validade do modelo de
divisdo assimeétrica e demonstrou-se 0 aumento da probabilidade de perda de viabilidade

das células com o aumento da idade genealdgica.

Alberghina et al. (1983) usaram citometria de fluxo para obter distribui¢ces de
proteinas em Saccharomyces cerevisiae cultivada em batelada. Os dados foram comparados
com distribuicdes tedricas de proteinas a partir do modelo de distribuicdo de idades de

Hartwell e Unger e duas versdes modificadas. O melhor ajuste foi obtido pelo modelo
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baseado na hipotese de o teor minimo de proteinas (ou seja, a massa critica) para o inicio da
gemulacdo aumentar com a idade genealdgica da célula-mde. Esta hipdtese implica no
aumento da duracdo do ciclo celular com a idade genealdgica, com a duracdo da fase de
gemulacdo razoavelmente constante entre diversas classes de células (filhas e mées de

diferentes idades genealdgicas).

Murray e Kirschner (1989) revisaram 0s avangos no entendimento das transi¢ées do
ciclo celular, oriundos de duas abordagens distintas: (i) a bioquimica, com a descri¢do do
ciclo celular como uma maquina bioguimica oscilando entre os estados de mitose e
interfase (a “teoria dos reldgios”), e (ii) a genética, descrevendo o ciclo celular como
similar as rotas metabdlicas, onde o término de uma etapa propicia o inicio da subsequente
(a “teoria dos domin6s”). Voltando a observar dados de experimentos de fusdo celular
publicados quase vinte anos antes, Murray e Kirschner propuseram uma visdo unificada do
ciclo celular eucaridtico, sugerindo que um Unico mecanismo bioquimico seria a base do

ciclo celular em todos os eucariotos.

Miinch et al. (1992), publicaram dados sobre uma abordagem nova, aquela época,
para a investigacdo dos mecanismos do ciclo celular de leveduras. Obtendo dados
segregados via combinacgéo de biorreator de alta performance e citometria de fluxo, citam a
unificacdo anterior dos pontos de vista da bioquimica e da genética quanto ao ciclo celular.
Eles observaram que as informacfes obtidas através de experimentos dindmicos com
levantamento de dados segregados “(...) ainda ndo podem ser comparadas com oS
conhecimentos genético e bioquimico, devido as perspectivas consideravelmente diferentes.
Ainda seré preciso algum tempo antes que seja vista uma unido daquelas com esta viséo do

ciclo celular.”.

Kuryiama et al. (1992) detectaram oscilacGes de curto periodo (40 a 50 min) em
cultura aerdbica continua de Saccharomyces cerevisiae limitada por glicose. Durante a
oscilacdo, foi observada a variacdo de pardmetros tais como: oxigénio dissolvido, taxa

respiratoria, concentracGes de etanol e acetato extracelular, concentracdes de glicogénio,



Revisdo Bibliografica 13

ATP, NADH, piruvato e acetato dentro das células. Essas variacbes foram associadas a
duas possibilidades: (a) variacdo da taxa de glicélise regulada por mudanc¢a do metabolismo

do glicogénio ou (b) regulacdo retroalimentativa do ciclo do acido citrico.

Maddox (1994), ao comentar o entdo recém-publicado modelo matematico,
molecular, da regulacdo do ciclo celular, ponderou: “De fato, € provavel que um modelo
deste tipo seja eventualmente o centro de um modelo matemaético da célula como um todo.
Eventualmente, este serd& um projeto excedendo em complexidade o Projeto Genoma
Humano, com alguns milhares de equacfes acopladas. Mas os bidlogos celulares nédo
devem se desanimar com esta perspectiva. Aqueles que modelam a quimica da atmosfera
da Terra ou mesmo aquela de nuvens de moléculas interestelares estdo acostumados a

sistemas que sdo, a0 mesmo tempo, tdo matematicamente simples quanto complexos.”

Hjortso e Nielsen (1994) sugeriram um modelo para interacdo entre metabolismo e
ocorréncia de oscilagdes com base na divisdo celular. O ciclo celular de leveduras tem dois
pontos de controle: a massa critica para gemulacdo e a massa critica para divisao celular.
Devido a composicdo do meio afetar a localizacdo dos pontos de controle no ciclo celular,
uma retroalimentacdo que estabilize as oscilagdes pode ser estabelecida entre 0 meio e uma
populacdo celular parcialmente sincronizada, i.e., “(...) Antes da gemulagdo, a célula
acumula carboidratos na forma de trealose e glicogénio. Apds a gemulacdo, existe alta
demanda por energia livre de Gibbs e os carboidratos sdo mobilizados, o que resulta em um
grande fluxo através da glicdlise. Devido as limitacbes da capacidade respiratoria das
leveduras, este alto fluxo leva a formacdo de etanol”. O etanol formado pode ser
metabolizado pelas células ndo gemulantes juntamente com a glicose (a qual esta presente
em quantidades limitadas), resultando numa maior taxa especifica de crescimento para estas
células. Além disso, na presenca de etanol, a massa critica para gemulagdo das células
decresce e a massa critica para divisdo celular aumenta. Fornecendo-se as condicbes
iniciais adequadas, este efeito pode resultar na formacéo de um atrator e, por meio disto,

conduzir a estabilizacdo de uma sincronia parcial da cultura.
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Val e Tyson (1996) propuseram um modelo para a dindmica populacional de
Saccharomyces cerevisiae, estruturado em massa. Este modelo separa as células em duas
classes: células pré-START e células pos-START e € resolvido em espaco de estados que
compreende a massa, as concentracdes de SPF (START promoting factor), MPF (mitosis
promoting factor) e ubiquitina. O modelo obteve uma distribuicdo de massa estavel
qualitativamente similar & de dados experimentais. Poréem, a faixa de abrangéncia de

massas prevista pelo modelo possuia a metade do comprimento da faixa experimental.

Van Dam (1996) afirma que “um sistema metab6lico como a glicélise é propenso a
oscilacdes porque é muito dependente do balanco entre geracdo e uso de ATP. Além disso,
as propriedades cinéticas ndo lineares das enzimas catalisadoras das reacOes glicoliticas
exacerbam tais oscilacdes. (...) E possivel mostrar que fase e amplitude dessas oscilacdes
s&0 moduladas de forma previsivel pela taxa de suprimento de glicose ao meio. (...) E mais
dificil a observacdo de oscilagdes em celulas intactas em escala macroscopica porque 0s
reservatorios intracelulares ndo tém comunicacéo direta (...).” Adicionalmente, mostrou que
“oscilagBes sustentadas sdo observadas apenas quando Saccharomyces cerevisiae é
cultivada até o ponto de diauxia, i.e., 0 momento de transi¢do entre o cultivo em glicose e

etanol apds a exaustdo da glicose".

Entretanto, Kuryiama et al. (1996) realizaram experiéncias com cultura continua de
Saccharomyces cerevisiae usando etanol como substrato carbonaceo. Foram observadas
oscilacbes autbnomas nas concentracfes de etanol e acetato extracelular, na taxa de
consumo de oxigénio, na tensdo de oxigénio dissolvido e no pH intracelular. Algumas
dessas oscilages foram similares em periodo e padrdo as oscilagfes das culturas limitadas
por glicose, sugerindo que, em ambos 0s casos, as oscilagdes tiveram a mesma causa. Os
dados destes experimentos sugerem que as oscilagcbes ndo sdo causadas pela mudanca de
pH intracelular, pois as oscilagfes de pH foram muito diferentes nos casos de alimentacéo
com glicose e alimentacdo com etanol. Além disso, sugerem néo estar na glicélise o ponto

de controle das oscilacGes observadas (de curto periodo e sustentadas).
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Inanigdo e adigdes de etanol a culturas de Saccharomyces cerevisiae tém sido
utilizadas como agentes de estresse. Koch (1997) enfatiza que o estudo de fen6menos
ligados & inanicdo é uma area promissora em biologia molecular. “Basta dizer que existem
mecanismos complexos, ainda pouco conhecidos, que mantém a célula em estado de
animagdo suspensa (...).” Torna-se evidente que ceélulas em inanicdo tém muitos

mecanismos que promovem sua sobrevivéncia.

Alberghina et al. (1998) estudaram os controles do ciclo celular de Saccharomyces
cerevisiae, usando células cultivadas em frascos com etanol como fonte de carbono, depois
coletadas e transferidas para frascos com meio contendo glicose. A transi¢ao de condicbes
ambientais (de um meio nutricionalmente mais pobre — o etanol — para um meio
nutricionalmente mais rico — a glicose) ocasionou uma transicdo em alguns processos
celulares, que foram quantificados com a utilizacdo de uma técnica de citometria de fluxo
de dupla marcagdo. No “meio pobre”, a duracdo do ciclo celular é maior do que no “meio
rico”. Ao invés de uma transicdo declinante monotonica da duracdo do ciclo celular do
valor maior para o menor, foi observado, imediatamente apds a transferéncia, aumento
dessa duragdo. As células cultivadas em etanol que ainda ndo haviam passado pelo START
mostraram uma fase G; (pré-START / pré-gemulacdo) aumentada, enquanto as células
gemulantes mostraram aumento do periodo de gemulacdo (da emergéncia da gémula até a
conclusdo da mitose, englobando as fases S, G, e M). Apos algum tempo, a duracdo da fase
Gy comeca a diminuir, até se aproximar do valor esperado para células crescendo em
glicose (maior taxa de crescimento especifica, ou seja, menor tempo de geracdo). Ja a
duracdo da fase de gemulacdo diminui rapidamente até um valor proximo ao esperado para
cultivo em glicose e permanece constante. A mudanca no ambiente nutricional também
mostra impacto no tamanho das células-filhas, que aumenta progressivamente durante o
periodo de transicdo. Entretanto, as massas para inicio da gemulacdo e para divisdo

permanecem inalteradas durante o processo.
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Matallana et al. (2002) produziram cepas de Saccharomyces cerevisiae com maior
atividade de glicogénio-sintase e sem atividade de glicogénio-fosforilase, usando técnicas
de engenharia metabodlica. Durante o cultivo em fase estacionaria, as células mostraram
maior teor de glicogénio, e uma das cepas apresentou viabilidade estendida sob condi¢des

de deplecao de glicose.

Alberghina et al. (2003) realizaram experimentos com culturas continuas aeradas de
Saccharomyces cerevisiae, monitorando o teor de proteinas da populagdo. A partir dos
dados gerados sdo calculados parametros relacionados ao ciclo celular, como as duracfes
da fase G; e da fase gemulante (S+G,+M), os tamanhos de células recém-nascidas, e
tamanhos criticos para inicio da gemulacdo e divisdo. Os dados sugerem que a glicolise
emite um sinal que modula o tamanho critico para inicio da gemulacdo. Essa relacdo parece
ter sido mantida durante a evolugdo, uma vez que células de mamiferos dependentes de

interleucina-3 tém seus tamanhos aumentados com a taxa glicolitica.

Ferrell et al. (2003) mostraram que a resposta da Cdc2 a ciclina-B é parecida com a
de um interruptor abrupto, e também que a ativacdo da Cdc2 é histerética. Esses resultados
evidenciam que o mecanismo de ativacdo do complexo Cdc2-ciclina-B é bi-estavel, e o
complexo funciona como um oscilador autonomo. Conforme as ciclinas acumulam e
ativam o complexo mit6tico Cdc2-ciclina-B, Cdc2 ativa o APC (Anaphase-Promoting
Complex), que degrada as ciclinas, desativando Cdc2 (retroalimentacdo negativa). Por outro
lado, Cdc2-ciclina-B estimula seu ativador Cdc25 e inativa os seus inibidores Weel e Mytl
(configurando um retroalimentacdo positiva). A bi-estabilidade é essencial para a robustez

dos osciladores bioldgicos, parecendo ser uma caracteristica comum a eles.

Patnaik (2003) sumarizou e comparou diferentes abordagens para a modelagem de
oscilagbes em culturas de Saccharomyces cerevisiae, dividindo-as em duas classes: a dos
modelos “mecanisticos” (que tém foco na descri¢do da dindmica do metabolismo e do ciclo
celular e na interacdo destes com o0 meio abidtico) e a dos modelos “de engenharia” (cujo

foco € a utilizacdo de descri¢bes simplificadas do metabolismo para gerar respostas que
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podem ser comparadas com grandezas mensuraveis macroscopicamente). Ambas as classes
de modelos apresentam formulag6es com sucesso limitado em suas tentativas de descrever
0s varios comportamentos periddicos observados em culturas de levedura gemulante
(oscilagdes de curtos e longos periodos, em meios cuja fonte de carbono é a glicose ou 0
etanol), sem uma conclusdo definitiva a respeito de uma “complexidade 6tima” de tais
modelos, ou uma contribuicdo decisiva para a elucidagdo dos mecanismos de tais

comportamentos.

Murray e Ingolia (2004) discutiram o impacto de décadas de modelagem e
simulagdo sobre o entendimento do ciclo celular eucarioto. Os modelos do ciclo celular
seguem principios bioldgicos basicos do seu funcionamento, como o aumento da massa
celular e a divisdio em duas células. Mais recentemente, passaram a incluir o
comportamento periodico do ciclo celular, permitindo a construcéo de osciladores baseados
no acumulo e destruicdo de ciclinas. Entretanto, os modelos propostos até o presente séo
capazes de reproduzir qualitativamente comportamentos biologicos observados
experimentalmente (bi-estabilidade, histerese), mas ndo os reproduzem quantitativamente
(em parte, devido a escassez de dados quantitativos que permitam guiar o detalhamento dos
modelos, bem como o ajuste de seus pardmetros). Ainda, mesmo os modelos mais
detalhados (por exemplo, o de Chen et al., 2000) possuem discrepancias mais ou menos
sutis em relacdo aos mecanismos moleculares da operagdo do ciclo celular. Ressaltam os
autores que os modelos tém sido continuamente aperfeicoados com 0s novos avancos
provenientes da experimentacdo, mas apenas recentemente estes modelos comegaram a ser

usados para orientar novos experimentos.

Westerhoff et al. (2005) estudaram a resposta intracelular de uma populagdo de
Saccharomyces cerevisiae a uma oscilagdo ambiental, que mostrou o acoplamento da
dindmica metabdlica a dindmica do meio abiotico. Células em crescimento exponencial
foram recolhidas, lavadas e suspensas em solucdo de proteinas. Submetidas a uma
alimentacdo gotejante de solucdo de baixa concentracdo de glicose (0,08 mmol/L,

freqiiéncia de 1,5 min™), simulando condicdes de oscilacdo de concentragdo de glicose em
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fermentadores industriais devido a deficiéncias de mistura, o metabolismo das células
respondeu com oscilagdes de mesma frequéncia (medidas por fluorescéncia de NADH).
Com o prosseguimento da exposi¢do aos pulsos, a amplitude da resposta das células
aumentou até estabilizar. Células submetidas a uma alimentacdo constante de glicose (com
adicdo média similar ao caso de alimentacdo em pulsos), mostraram resposta oscilatoria
similar, indicando que a dindmica periddica intracelular é uma resposta & baixa
concentracdo de glicose alimentada, e ndo ao modo pulsante de alimentacdo. Os
experimentos evidenciaram o aumento da afinidade de transportadores de glicose como

essencial para a dinamica periddica observada.

Vanoni et al. (2005) mostraram que o tamanho critico para ocorréncia do START
em Saccharomyces cerevisiae € modulado ndo apenas por glicose extracelular, mas também
por glicose intracelular, uma vez que, segundo 0s autores, a inativacdo da rota de
monitoramento da glicose extracelular (rota Gprl/Gpa2) ndo afeta a taxa de crescimento

celular e apresenta influéncia apenas parcial sobre a modulagdo de tamanho.

Thomsson, Gustafsson e Larsson (2005) submeteram Saccharomyces cerevisiae a
condigdes anaerdbicas de deplecdo de carbono ou nitrogénio em cultura continua (D = 0,1
h) em vérias condicBes (pH’s diferentes, presenca de 4cido latico ou benzéico) por 24
horas. Os resultados mostram que as células cultivadas em auséncia de nitrogénio mantém
boa parte da atividade fermentativa, independente das condi¢cdes anteriores de cultivo. Ja as
celulas cultivadas em deplecédo de carbono perderam quase toda a capacidade fermentativa.
Em nenhuma das condi¢des houve correlacdo entre consumo de substrato carbonaceo e
capacidade fermentativa, demonstrando que a capacidade de adaptacdo a auséncia de

carbono depende de energia, ou seja, de reservas internas fermentaveis.

Tamaki et al. (2005) mostraram algumas evidéncias de que a delecdo de GPR1 e
GPAZ2 afetam o tamanho de células de Saccharomyces cerevisiae influenciando ndo apenas
0 mecanismo de divisdo celular, mas também diminuindo a taxa de crescimento celular (em

contradigdo com Vanoni et al., 2005). A delecdo de GPR1 e GPA2 diminui a resposta do
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tamanho celular face a adicdo de glicose, bem como diminui a taxa de sintese de proteinas.
Entretanto, permanecem incertos 0s mecanismos pelos quais a delecdo de GPR1 e GPA2

afetam algumas rotas bioquimicas envolvidas.

McKnight et al. (2005) levantaram dados de culturas continuas de Saccharomyces
cerevisiae em condigdes de limitacdo de nutrientes (principalmente substrato carbonéceo)
que mostram comportamento periodico, decorrente de “explosfes” respiratorias. Estes
dados mostram que mais da metade do genoma da levedura € expresso periodicamente
durante os ciclos metabdlicos, evidenciando a divisdo temporal dos eventos metabolicos em

células eucaridticas.

A simulacdo de modelos BPM acoplados a modelos moleculares do ciclo celular
(Chen et al., 2000), poderia permitir a unido do ponto de vista do engenheiro que busca a
descricdo de fendbmenos ndo-lineares ao enfoque da biologia molecular. Tais modelos
“hibridos” auxiliaram ndo somente o entendimento dos fendmenos bioquimicos
intracelulares ainda ndo explicados, mas também o projeto e a operacdo de bioprocessos a
partir de informagdes segregadas sobre a populacdo microbiana. Entretanto, para que tais
modelos hibridos BPM/moleculares sejam desenvolvidos e mostrem utilidade, os
experimentalistas precisardo aperfeicoar a aplicacdo de métodos como a citometria de fluxo
e a analise automatica de imagens a obtencdo de informagOes segregadas com acuracia e
rapidez significativas. Além disso, terdo os experimentalistas outro trabalho: desenvolver
novos experimentos capazes de evidenciar as interacdes bioquimicas ainda desconhecidas
entre a populacdo heterogénea e o ambiente. Estes avancos poderdo levar a uma
convergéncia entre os pontos de vista dos engenheiros, dos bioquimicos e dos
microbiologistas sobre a utilidade das informacgdes segregadas e dos modelos que as

utilizam.
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2.2 - MODELOS DE BALANCO POPULACIONAL

Os modelos de balango populacional séo utilizados na descricdo e simulacdo de
sistemas que envolvem geracdo, destruicdo e aglomeracdo de particulas discretas. Sao
geralmente utilizados em modelagem de sistemas particulados, cristalizacdo e sistemas

microbianos (Ramkrishna, 1985).

Os modelos de balango populacional de um sistema computam 0s ndmeros de
individuos cujas presengas e/ou comportamentos determinam o comportamento global do
sistema. Estes individuos sdo distinguidos uns dos outros por um conjunto de variaveis
(estados) continuos ou discretos, internos ou externos. Variaveis externas dizem respeito a
localizacdo das particulas no sistema, enquanto as internas referem-se a propriedades
intrinsecas dos individuos (massa, temperatura, composi¢do, etc). Um individuo €
caracterizado em um determinado instante por sua “posicdo” no espaco de estados

constituido por todas estas variaveis.

A quantidade de microrganismos em um determinado estado é convenientemente
descrita através de distribui¢des de nimeros de celulas por unidade de volume de meio de
cultura. Estas distribui¢des sdo governadas por funcGes densidade (FD's) de nimeros de
celulas por unidade de volume. Usualmente, os modelos de balango populacional
microbiano consideram populacGes homogeneamente distribuidas no espaco, e tal condicdo

estara pressuposta ao longo deste texto.

Com respeito aos estados, 0s modelos BPM unidimensionais (um unico estado para

caracterizar as células) tipicamente utilizam uma dentre as duas variaveis continuas:

- ldade celular. A funcdo densidade de numero de individuos por volume,
N(a,t), é tal que N(a,t)da registra, no instante de tempo t, o nimero de
células por unidade de volume do reator que possui idade em (a, a + da). A

idade celular pode ser representada como o tempo exato de vida da célula, ou
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seja, 0 tempo decorrido desde a sua formacéo, ou definida em ndmero de ciclos
celulares. Os modelos BPM que incorporam a dependéncia da idade em funcdes
densidade sdo ditos estruturados em idade.

- Massa celular. A fungéo densidade de nimero de células por volume, ®(w,t), é

tal que CD(W,t)dW registra, no instante t, o nimero de células por unidade de

volume do reator com massa em (w, w + dw). Por “massa”, entende-se qualquer
propriedade da célula que satisfaca uma lei de conservacdo, como volume da
celula ou conteudo total de proteinas, por exemplo (Srienc et al., 1999). Estes

modelos sdo conhecidos como estruturados em massa.

Tradicionalmente, os modelos BPM na literatura s&o estruturados em massa. Como
esta classe de estados (que compreende os ja citados volume e conteddo total de proteinas)
é de facil medicdo experimental, muitos autores consideram este tipo de modelos BPM
mais significativo (Srienc et al., 1999). Com o desenvolvimento na década passada das
técnicas de citometria de fluxo e de analise automatica de imagens, € provavel que se torne
mais difundida a medicdo de propriedades celulares para utilizagdo em modelos BPM

estruturados em massa.

Por outro lado, modelos estruturados em idade também encontram aplicacdo.
Recentemente foram desenvolvidas e popularizadas técnicas (Miinch et al., 1992a; Srienc,
1999) para medicdo de propriedades como numero de cicatrizes (que registram o nimero
de ciclos celulares executados pela célula até aquele instante) e teor de DNA, a partir das
quais podem ser estimados pardmetros do modelo de balanco populacional, bem como
estimar a distribuicdo de idades da populagdo. A titulo de observacdo, algumas abordagens
encontradas na literatura com modelos BPM estruturados em idade costumam separar a
populacdo em dois continuos de individuos: células-maes e células-filhas (Hjortso e
Nielsen, 1994, 1995).

Uma das vantagens de modelos BPM ¢é a possibilidade de incorporar informac6es

sobre eventos especificos que ocorrem durante a divisdo celular e os mecanismos da
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divisdo celular (Nielsen e Villadsen, 1992). Por exemplo, se um modelo BPM (estruturado
em massa ou idade) inclui informacGes sobre diferentes fases do ciclo celular, é simples
acopléa-lo a uma equacdo de balanco de massa de um produto formado apenas em uma fase
especifica do ciclo celular. Da mesma forma, seria simples expressar a taxa de consumo de
(um) substrato em fungdo da progressdo do ciclo celular (por exemplo, usar uma taxa
especifica de consumo maior para a fase do ciclo em que a celula estd replicando seus
constituintes — para a divisdo em duas células — e menor para a fase em que a sintese
desses constituintes ja se encerrou — a célula esta proxima a divisdo, ou ainda ndo comegou
uma nova replicacao). Esta informacg&o sobre o ciclo celular pode ser implicita ou explicita.
Como exemplo de informacao explicita sobre o ciclo celular, alguns modelos estruturados
em idade (Hjortso e Nielsen, 1994; Zhu et al., 2000) computam idades de transi¢éo (quando
a célula comeca a replicar seus constituintes) e de divisao (quando a célula filha desprende-

se da célula-mée).

A formulagdo *“classica” da equacdo de balango populacional microbiano
estruturado em massa (monovariavel) foi derivada pela primeira vez por Fredrickson e
colaboradores (Fredrickson e Tsuchiya, 1963; Tsuchiya et al., 1966; Fredrickson et al.,

1967) e esta representada pela equacéo (2.1a) (Villadsen e Nielsen, 1992).

(2.1)

8®gv,t) . G[R* (Wétw)(D(W,t)] _ ZWMVJ:\E(WvW (W t)(w t)dw — b(w,t)q)(w,t)—gd)(wi)

onde o estado massico é expresso em g/celula do constituinte intracelular (ou outra
propriedade quantitativa qualquer); R™ é a taxa liquida de formacdo do constituinte
considerado (g/célula hora); p(w,w’,t) é a densidade de probabilidade de formacao de duas
células-filhas com teores w e w’ — w, respectivamente, quando da divisdo da célula com
teor w’ em t, normalmente chamada probabilidade de quebra (este termo origina-se de
aplicagBes dos modelos populacionais a sistemas de moagem); b(w,t) é a densidade de
probabilidade de divisdo em t para uma célula de teor w. Apenas trés hipoteses

fundamentais sdo necessarias para a deducdo da Equacdo 2.1a: (i) as células estdo
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distribuidas de forma homogénea no espaco; (ii) ndo ha morte celular; e (iii) as celulas
crescem em um Unico estagio, ou seja, a populacdo de células ndo esta dividida em varias
subpopulagdes, cada uma referente a um estagio (ou fase) do ciclo celular. Quanto a esta
ultima hipdtese, ha vérios exemplos na literatura de modelos BPM estruturados em massa
ou em idade que dividem a populacdo em duas subpopulacdes: a de células-mées e a de
celulas-filhas (Hjortso e Nielsen, 1994, 1995; Zhu et al., 2000).

Um conceito implicito nesta formulagdo classica do BPM estruturado em massa
expressa atraves da Equagdo 2.1 é que uma célula-mae divide-se em duas células-filhas,
desaparecendo como tal. Por isso, o termo de geracdo (o termo integral) é multiplicado por
2 e as células que se dividem sdo removidas do sistema (termo de desaparecimento por

divisdo celular).

Claramente, os modelos BPM representam a forma mais geral de descricdo da
dindmica de uma populacdo de células microbianas, especialmente porque permitem inferir
conhecimento sobre as funcdes de reproducdo e divisao celular, que s&o desconhecidas para

a maioria dos microrganismos (Srienc et al., 1999).

Subramanian e Ramkrishna (1971) empregaram uma combinacdo dos métodos de
residuos ponderados e de aproximacGes sucessivas para solucionar numericamente um
modelo BPM estruturado em massa. Entretanto, esta abordagem apresenta grande demanda
de memdria e tempo computacionais, e esta limitada ao caso de taxa de crescimento linear,
pois esta condicdo permite o desacoplamento das equagdes de balanco de células e de

balanco de substrato, o que, geralmente, ndo € possivel.

Cazzador e Mariani (1988) apresentaram um modelo para uma fermentacdo
continua usando levedura gemulante. O modelo consiste de um conjunto de equacfes
diferenciais ordinarias descrevendo a variacdo de biomassa total e consumo de substrato
(modelo n&o-segregado) e um balanco populacional computando transi¢cbes entre um

pequeno conjunto de subpopulacdes de leveduras, caracterizadas através da idade
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genealogica (nimero de células-filhas geradas / cicatrizes). O modelo apresentado leva em
consideracgdo (i) a divisdo assimétrica das leveduras gemulantes; e (ii) 0 aumento da massa
para inicio da gemulacdo com a idade genealdgica e a dependéncia dessa massa com a
concentracdo de substrato. O algoritmo de solugdo proposto consiste de trés etapas
executadas em seqiiéncia. Na primeira, ocorre a integracdo do modelo ndo-segregado entre
dois instantes de tempo. Estes instantes sdo escolhidos adequadamente, em fungdo da
discretizacdo da faixa de valores de massa celular utilizada, de forma a ocasionar que as
células comecem a gemular ou dividam coincidindo com os instantes escolhidos. Na
segunda, ja calculados valores de massa da populacdo, concentragdo de substrato e taxa de
diluicdo no intervalo de tempo selecionado, sdo computadas as transi¢cfes entre as
subpopulagcdes. Na terceira etapa, computa-se a distribuicdo de massa de cada

subpopulacdo, de acordo com as equacdes relacionando massa celular e idade genealdgica.

Hjortso e Nielsen (1994; 1995) usaram um modelo de balanco populacional
estruturado em idade para investigar oscilagdes microbianas. Os autores estudaram o
surgimento de tais oscilagdes levando em consideracao o ciclo celular dos microrganismos
e a relagdo entre a sincronizacdo parcial da populacdo e os comportamentos oscilatorios.
Estes trabalhos propdem a distin¢do de duas classes de células: “maes” e “filhas”, cujas
idades de transicdo (preparacdo para a mitose) e de divisdo (mitose) sdo expressas em
funcéo da concentracdo de substrato. Com esta consideracdo sobre as idades de transicdo e
divisdo, pode-se modelar a populacdo de forma que a idade de divisdo varie com 0 mesmo
periodo da variacdo de substrato, concordando com as observagdes experimentais sobre a

inducédo de sincronia da populacéo por oscilacdo controlada das condi¢fes ambientais.

Liou et al. (1997) apresentaram solucfes analiticas para modelos de balango
populacional estruturados em idade e estruturados em massa, no caso de expressoes simples
de taxa de crescimento. Eles utilizaram uma abordagem de geragdes sucessivas, mas sua
formulacdo foi obtida para um ambiente de crescimento invariavel, ou seja, com

concentracdo de substrato constante.
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Srienc et al. (1999) apresentaram um novo esquema numérico para a solugdo de
modelo BPM estruturado em massa, considerando varia¢do da concentracdo de substrato. O
método é uma combinacdo de dois esquemas de diferencas finitas explicitos no tempo. Os
autores alegam que este esquema tem pequena demanda de memoria e tempo
computacionais, e compararam seus resultados com o do método de Liou e colaboradores
(1997), obtendo boa concordancia. Uma das vantagens deste método é a possibilidade de
utilizacdo de varias formas diferentes para as funcGes de divisdo e quebra (varios métodos
anteriores para solugdo de modelos BPM foram criados de forma a aproveitar as

especificidades de cada tipo de funcdo de diviséo ou quebra).

Rey et al. (1999) apresentaram um metodo numérico para a solucdo de um modelo
BPM estruturado em massa aplicado a um processo de Fermentacdo Auto-Ciclica (SCF -
Self Cycling Fermentation). A SCF é uma técnica de fermentacdo que permite a obtencao
de culturas de células sincronizadas, através da remocéo periodica de metade do volume do
mosto, que é entdo substituido por meio fresco. Os autores mostram que 0S 0rganismos
sofrem duplicacdo a cada ciclo, de forma sincronizada. O método apresentado é uma
aplicacdo de elementos finitos, sob formalismo Galerkin com fungdes-teste de Chapeau,
com solu¢do numérica por Newton-Raphson, integracdo no continuo de massa por
quadratura gaussiana de 3 pontos e esquema de integragdo no tempo via preditor-corretor

de Euler.

Villadsen (1999) publicou uma breve ponderacao sobre a aplicacdo de modelos de
balanco populacional aos bioprocessos, destacando aplicacbes & descrigdo de fendmenos
como as oscilagBes em culturas continuas de leveduras e bactérias, a perda de plasmideos
em culturas de células recombinantes, aos efeitos da quebra de hifas em culturas agitadas
de fungos filamentosos, entre outros. Ele observou que a aplicagdo dos modelos
populacionais é limitada por dois fatores principais: sua complexidade de resolucdo e a
introducdo de fendmenos fisicos que estdo além da atual capacidade experimental de

avaliacdo. Realmente, embora ainda constitua importante barreira, a manipulacdo



Revisdo Bibliografica 26

matematica de modelos BPM é menos desagradavel aos bioquimicos e microbiologistas do
que a incapacidade de associar a estes modelos explicagcbes simples, mecanisticas e
elegantes para os fendmenos intracelulares. Mesmo quando os modelos populacionais
descrevem corretamente fendmenos cuja investigacdo € relevante (como as oscilagcbes em
culturas de leveduras), eles ndo permitem elucidar as causas bioquimicas do que é

observado.

Mantzaris et al. (2001a,b,c) avaliaram e compararam os diferentes esquemas para
solucdo numeérica da formulagdo genérica do balanco populacional microbiano estruturado
em massa (Fredrickson e Tsuchyia, 1967) em uma seqléncia de trés artigos, cada um
dizendo respeito a uma familia de métodos: diferencas finitas, espectrais (Galerkin, Tau e
colocacdo) e elementos finitos. Esta série de artigos considera ndo s6 o caso monovariavel
do BPM estruturado em massa classico (ou seja, apenas um estado), mas tambeém
formulagdes multivariavel (as comparacdes utilizaram formulacdes com até 3 estados). As
avaliacOes realizadas mostraram uma maior eficiéncia do melhor entre os métodos de
diferencgas finitas em relacdo aos metodos espectrais e de elementos finitos. Embora os
métodos de diferencas finitas sejam os de mais simples implementacdo, expansdes de
ordens elevadas da derivada espacial exigem a aplicagdo de condigdes de contorno
numéricas (em adicdo aquelas impostas pelo problema a resolver), o que pode resultar em
lentiddo de convergéncia para alguns esquemas. Esta exigéncia de condicOes adicionais de
contorno ndo se mantém para os métodos espectrais e de elementos finitos. Por sua vez, 0s
métodos de Galerkin e Tau possuem uma desvantagem de escala: conforme aumenta a
dimensdo do espago de estados, 0 numero de operacdes matematicas executadas a cada
iteracdo da integragdo no tempo aumenta muito mais que no caso das diferencas finitas. Ja
no caso do método de colocagdo com transformadas répidas de Fourier para a avaliacdo das
derivadas espaciais (usando funcdes de teste senoidais), a quantidade de operacOes
matematicas por iteragdo é compardvel aos casos de diferengas finitas. Em resumo, os
métodos de Galerkin e Tau possuem aumento de tempo de execucdo (em relagdo ao
aumento da dimensdo do espaco de estados) maior que os métodos de diferencas finitas e

de colocacdo. Finalmente, o método dos elementos finitos apresentou performance inferior
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aos demais no caso das formulagdes multidimensionais. Quanto a escolha de algoritmo de
integracdo no tempo, de forma geral, os métodos explicitos de Runge-Kutta (de passo

Unico) apresentaram o melhor desempenho.

Ramkrishna e Mahoney (2002) relacionaram novas tendéncias e motivacfes para o
desenvolvimento e a aplicacdo pratica de modelos BPM. A primeira destas tendéncias € a
formulagdo de modelos que facam distingdo entre estados externos e internos das
particulas, ou seja, que computem a dindmica da morfologia corpuscular. Tal tipo de
formulacdo é particularmente (mas ndo unicamente) interessante para a descricdo de
populacdes de microrganismos, pois permite exprimir relacbes entre propriedades das

células e as composicdes de seus compartimentos (citossol, ribossoma, etc.).

Uma segunda tendéncia € a da solucdo de problemas inversos, ou seja, da
identificacdo dos modelos de balanco populacional a partir de dados experimentais. Por
identificacdo entenda-se a defini¢do das funcbes probabilisticas de um modelo (taxas de
quebra, agregacdo, etc), e ndo meramente a estimacdo de parametros. Tais problemas
encontram aplicacdo pratica, uma vez que as técnicas para determinacdo (até mesmo on-
line) de distribui¢es de propriedades de uma populacdo de particulas (cristais, polimeros,
células) tornam-se populares. No caso da modelagem de dindmica populacional
microbiana, as técnicas de citometria de fluxo permitem o levantamento de grandes
quantidades de dados sobre as células, que podem ser utilizados na solugdo do problema
inverso. Como as soluc@es de tais problemas sdo muito sensiveis a discrepancias nos dados,
a disponibilidade de uma grande quantidade de dados é requisito fundamental para que um

problema inverso seja resolvido (Ramkrishna e Mahoney, 2002).

A terceira tendéncia € a utilizacdo de balangos populacionais estocasticos. Os
modelos de balanco populacional tradicionais ndo sdo estocasticos, uma vez que a
densidade de particulas em determinada posicdo do espaco de estados é unicamente
definida para todo e qualquer instante. Ou seja, 0 numero de particulas (como fun¢édo do

tempo e dos estados) ndo é uma varidvel estocastica, mas deterministica (na verdade, um
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valor médio). Como a descricdo matematica da dindmica de uma populacgdo atraves de uma
formulacdo estocéstica permite calcular ndo somente as esperangas das densidades de
particulas/individuos, mas também as suas flutuacdes (variancia), os balangos
populacionais estocasticos sdo particularmente Uteis para a simulacdo de populacdes
pequenas. Tradicionalmente, resultados de simulacdes de balangos populacionais
deterministicos apresentam grande discrepancia em relacdo a dados experimentais, quando

as populacdes apresentam um tamanho reduzido.

Outra tendéncia recente para a aplicacdo industrial dos balancos populacionais é a
de sua utilizacdo para a sintese de controladores. Face as crescentes demandas do controle
de qualidade de produtos obtidos através de processos de populacbes heterogéneas
(processos de cristalizacdo, polimerizacdo e fermentacédo) e a disponibilidade da tecnologia
para levantamento on-line de propriedades corpusculares (no caso de microrganismos,
distribuicGes de volume, teores de proteinas, DNA, etc.), os modelos de balanco
populacional tornam-se importantes para fins de controle e otimizagdo de processos. Nestes
casos, e preciso atencdo especial a escolha e implementacdo do esquema de simulacdo

numeérica do modelo, pois estes resultados sdo utilizados em tempo real.

Entre os fendmenos dindmicos observados em culturas continuas de Saccharomyces
cerevisiae, a oscilagdo de grandezas macroscopicas (como densidade de células e
concentracdo de substrato) € um dos mais instigantes para os pesquisadores. Naturalmente,
um dos objetivos de controle que desponta como 6bvio candidato para a aplicacdo de
modelos BPM a sintese de controladores baseados em modelo é a estabilizacdo de tais
oscilacdes. Zhu e colaboradores (Zhu et al., 2000) usaram a formulacéo classica do BPM
estruturado em massa para desenvolver um controlador preditivo linear (LMPC) com tal
objetivo. Especial cuidado foi tomado quanto a escolha das funges de probabilidade de
divisdo e de particdo, para assegurar a capacidade do modelo em gerar solucdes periddicas
estaveis. Como em outras aplicacdes (Hjortso e Nielsen, 1995), as formula¢fes empregadas
para estas funcbes possuem como pardmetros massas de transicdo e divisdo, que sdo

funcdes da concentracdo do substrato. O modelo BPM ¢ transformado em um conjunto de
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equacdes diferenciais ordinarias empregando o método de colocacdo ortogonal e o método
de elementos finitos. Para a aplicagdo do modelo na sintese do LMPC, este é linearizado
em torno de um estado de operacdo e discretizado no continuo de tempo, usando um
intervalo At uma ordem de grandeza inferior ao periodo de oscilagdo considerado para o
sistema. Manipulando a vazéo e a concentracdo de substrato da corrente de alimentacéo, o

LMPC é capaz de estabilizar oscilagdes, mas ndo de controlar a distribuicdo de massas.

Mantzaris et al. (2002) realizaram uma avaliacdo tedrica de controlador ndo-linear
baseado em modelo BPM. Neste artigo, foi empregado um modelo de balanco populacional
estruturado em massa, considerando duas subpopulacBes, cada uma operando em um
diferente estagio do ciclo celular. Tal distingdo foi realizada para considerar um produto
que é formado em apenas um estagio do ciclo celular. O objetivo de controle era manter a
produtividade de um sistema continuo em torno do valor maximo, manipulando a
concentracdo de substrato na corrente de alimentagdo. O controlador baseado no modelo
BPM alcangou seu objetivo e obteve desempenho superior a um controlador Pl e a um

controlador baseado em uma linearizagdo do modelo.

Henson, Mhaskar e Hjortso (2002) propuseram um modelo BPM estruturado em
massa acoplado a um “modelo estruturado” para 0 meio abiético, apesar de o termo
“modelo estruturado”, no campo dos processos fermentativos, ser tradicionalmente
aplicado a modelos que descrevem as variagfes de constituintes internos dos
microrganismos. De fato, a formulacdo proposta € tdo somente um modelo BPM para
descrever a proliferacdo celular acoplado a um conjunto de EDQO’s que descrevem 0s
balancos em fase liquida de glicose, etanol, oxigénio dissolvido e didxido de carbono. O
foco da formulagdo apresentada € gerar respostas macroscopicas que possam ser
comparadas diretamente a grandezas facilmente mensuraveis, permitindo um simples
processo de ajuste dos parametros, para que o modelo BPM descreva quantitativamente
comportamentos oscilatérios de culturas continuas de Saccharomyces cerevisiae. O modelo
foi discretizado usando colocagdo ortogonal sobre elementos finitos. Um procedimento

para escolha do subconjunto de parametros mais sensiveis através de PCA (Principal
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Component Analysis) € aplicado, e os parametros escolhidos s&o estimados usando dados
dindmicos. Esses dados foram obtidos com a mudanga do modo de operagéo de corridas em
batelada para experimentos continuos, em condi¢des de oscilagdes espontaneas. Estimando
apenas 3 parametros foi possivel gerar respostas em razoavel acordo com os dados

dinamicos obtidos.

Henson, Muller e Reuss (2002) apresentam um modelo populacional baseado na
abordagem de conjunto de células (cell ensemble) utilizando modelo de célula previamente
desenvolvido (Wolf e Heinrich, 2000). Esse modelo computa o transporte de glicose, a
transformacdo da glicose em glicerol, etanol e um pool de acetaldeido e piruvato, e o
transporte desse pool para o exterior da célula e sua posterior degradacéo por cianeto. Um
conjunto de 1000 células gera oscilagdes de NADH em uma populacdo que vai
progressivamente sincronizando os comportamentos periddicos das células individuais,
conforme o acetaldeido/piruvato € excretado. Esta abordagem permite a reproducdo de uma
série de outros comportamento periodicos, mostrando efeitos de sincronizacdo e
dessincronizagdo. Para comparacéo, os autores formulam um modelo com base na equacao
de balanco populacional (Nielsen e Villadsen, 1992) estruturado sobre um espaco de
variaveis internas correspondentes as seis espécies intermediarias do modelo de célula
utilizado na abordagem de conjunto de células. Enquanto a solucdo do modelo BPM é
intratavel computacionalmente, pois, para uma quantidade de discretizagcGes n, um modelo
discretizado em todas estas variaveis internas resultaria em um conjunto de n® + 1 EDO’s

acopladas, a abordagem do conjunto de células para m células resultaem 6m + 1 EDO’s.

Henson, Zhang e Kevrekidis (2003) estudaram a reducdo de ordem de um BPM
estruturado em massa. Para isso, foi utilizada uma combinacdo de métodos de proper
orthogonal decomposition e projecdo Galerkin. Desta forma, a reducdo do modelo consiste
em (i) gerar uma autofuncdo-base adequada para a construcdo do modelo de forma
empirica, aplicando o método de analise de componentes principais (PCA, Principal
Component Analysis) a resultados de simulagdo do modelo completo, e (ii) projetar o

modelo completo sobre as autofuncdes-base usando o método de Galerkin, de forma a
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produzir o modelo de ordem reduzida. O modelo consiste de uma equagdo integro-
diferencial parcial para a densidade de células e de um conjunto de equagfes diferenciais
ordindrias para nutrientes e produtos (glicose, etanol, CO,). O modelo BPM foi simulado
para gerar o conjunto de dados usados na reducdo de ordem, através de um algoritmo de
colocacdo ortogonal em elementos finitos, gerando um conjunto de 117 equacles
diferenciais ordinarias usando o pacote ODESSA. Comparando os resultados dos modelos,
completo e reduzido, para simula¢Ges em varios valores de taxa de diluicdo D, percebe-se
que um modelo reduzido com aproximadamente um ter¢o das EDOs do modelo completo é
satisfatario.

Henson (2003) revisou as mais recentes (até aquele momento) contribui¢des para a
modelagem de popula¢es microbianas usando duas diferentes abordagens: a equagéo de
balanco populacional (EBP) e o conjunto de células (“cell ensemble”). O método do
conjunto de células usa uma descricdo detalhada do metabolismo e do ciclo celulares,
simulando células individuais com performances diferentes (geralmente, através de
conjuntos de parametros aleatoriamente perturbados para cada célula do conjunto). Ambas
as abordagens podem gerar grandes conjuntos de equacgdes que sdo computacionalmente
intrataveis. De forma geral, enquanto a abordagem da EBP permite solugdes para um alto
namero de células (populacdo grande) utilizando poucas grandezas (geralmente uma: massa
ou idade) para descrever o estado intracelular, o conjunto de células permite solucbes
geradas a partir de um reduzido nimero de células utilizando descri¢cbes muito detalhadas
do estado intracelular (vetor de estados de ordem elevada). Ainda ndo h& comparacfes
diretas entre as duas abordagens, ja que ha poucas referéncias a problemas solucionados
atraves de ambos os métodos (Henson, Muller e Reuss, 2002); entretanto, ha evidéncia de
que um maior detalhamento do modelo metabdlico usando o método de conjunto de células
pode ndo levar a uma resposta mais adequada da populacdo simulada (Hynne, Dano e
Sorenson, 2001).

Ramkrishna (2003) sumarizou o potencial de aplicacdo de modelos cibernéticos a

otimizacdo e controle de processos bioldgicos, ressaltando que se trata de uma abordagem
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propicia a descricdo da regulacdo metabdlica em face de mudancas no meio abidtico. Em
comparacdo aos modelos BPM, o0s modelos cibernéticos sdo mais simples
matematicamente, embora sejam capazes de descrever dindmicas complexas (como
multiplos estados estacionarios e histerese), e apresentam solu¢fes numéricas com menor

custo computacional.

Henson (2004) apresentou uma modelagem de oscilacfes espontaneas exibidas por
Saccharomyces cerevisiae em culturas continuas aeradas usando etanol como fonte de
carbono, baseada em abordagem de conjunto de células (cell ensemble) utilizando modelo
de célula desenvolvido previamente (Wolf et al., 2001). Este modelo de célula inclui
descricfes para as rotas de (i) assimilacdo de sulfato, (ii) degradagdo de etanol, (iii)
fosforilacdo oxidativa e ciclo do &cido citrico mitocondriais e (iv) transporte e consumo de
ATP no citossol e na mitocondria. O modelo populacional para investigar a sincronizagdo
de oscilagbes mediadas por H,S mostrou oscilagdes espontaneas, em acordo qualitativo
com dados de literatura. Para convergir concentragdes intracelulares medias foram
necessarias 100 células, enquanto um conjunto de 10 000 células foi usado para simular
condi¢Bes transientes. Os resultados mostram a importancia do acoplamento entre
transporte pela membrana do mediador e sua taxa de remogao do meio abi6tico, bem como
das taxas de producdo de metabdlitos inibidores de retroalimentacdo metabdlica (neste

caso, a cisteina), na faixa de valores de parametros em que as oscilagdes sdo previstas.

Wu e Chang (2005) propuseram um controlador Pl para processos fermentativos
que apresentam oscilaces espontaneas. Tal processo € simulado atraves de um BPM
estruturado em idade, formulado como uma equagéo diferencial parcial para a densidade de
células e duas equagdes diferenciais ordinérias para as concentraces de substrato e
substrato efetivo. O modelo considera um organismo que se multiplica por fissdo binaria,
com taxa de envelhecimento unitaria. Os sistemas apresentados (malhas aberta e fechada)
foram simulados através de uma combinagdo de métodos de linha e diferencas finitas.
Manipulando a taxa de diluicdo, o controlador proposto mostrou bom desempenho ao

estabilizar oscilagdes de densidade de células. A formulacdo apresentada neste trabalho
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considera a auséncia de medidores on-line, usando estimadores off-line e uma abordagem

de estado pseudo-estacionario.

Hatzis e Porro (2006) propuseram um modelo morfologicamente estruturado para
descrever distribuicbes de tamanhos de Saccharomyces cerevisiae, explicitando
mecanismos de operacgdo do ciclo celular, construido a partir do trabalho de Vanoni et al.
(1983). O modelo de balango populacional proposto consiste de um conjunto de 2(N + 1)
equacdes de balango populacional, escritas aos pares para as subpopulacfes ndo-gemulante
e gemulante com idades genealdgicas entre 0 (recém-nascidas) e N ciclos/cicatrizes. Para
cada classe ndo-gemulante, uma equacédo integro-diferencial parcial de ordem 1; para cada
classe gemulante, uma equacéo diferencial parcial de ordem 1. N&o foi considerado o efeito
do meio ambiente (concentracdo de substrato) sobre as propriedades da populagdo. O
modelo proposto permite a exploracdo analitica de alguns casos simples (os exemplos dos
autores sdo o crescimento balanceado exponencial e a populacdo ndo-segregada — usando a
massa celular média de cada classe), o que é uma vantagem consideravel em relacdo a
outros modelos BPM.
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3. MODELO DE DINAMICA POPULACIONAL MICROBIANA

ESTRUTURADO EM IDADE

O modelo de dindmica populacional microbiana apresentado neste trabalho aborda a
populacdo de células como organismos heterogéneos, cujo estado interno pode ser
caracterizado por sua posicao instantanea no ciclo celular. Para descrever uma populacao
cujas células sdo diferenciadas de acordo com o nimero de divisdes efetuadas (ciclos
celulares completados) e suas posi¢des internas na progressao do ciclo celular, é definida
uma variavel continua a, associada a idade genealdgica das células, de forma que a parte
inteira da variavel a indica o nimero de ciclos celulares ja completados por uma célula, e a

parte decimal seja proporcional a sua posicao no ciclo celular que esta sendo executado.

Dadas as caracteristicas do ciclo celular de Saccharomyces cerevisiae, também é
considerado que a sua operacéo (e, portanto, o estado interno das células) € influenciada por
condi¢Bes ambientais, as quais serdo representadas atraves da concentracdo de substrato

carbonaceo e por uma variavel relacionada a oferta de oxigénio as células.

Desta forma, o modelo é formulado para uma populacdo de células divididas em

trés classes:

(M celulas ativas: as células ditas ativas sdo aquelas que estdo aptas a
executar imediatamente todas as operacOes internas relativas ao ciclo
celular, caso as condi¢es ambientais ndo sejam impeditivas (ou seja, de
acordo com os critérios deste trabalho, caso o ambiente oferte as células

fonte de carbono);

(i) células inativas: as células ditas inativas sdo aquelas que néo estdo aptas
a progredir imediatamente no ciclo celular em condi¢es ambientais

favoraveis. Estas células podem se encontrar neste estado por Varios



Modelo de Dindmica Populacional Microbiana Estruturada Em Idade 35

motivos, sendo considerados como o0s principais para a formulacdo deste
modelo: (i) acimulo de lesbes internas no aparato celular, ocorridas
durante ciclos de crescimento e divisdo anteriores ou ocasionadas por
defeitos genéticos, e (ii) mudangas metabolicas internas, de forma a
permitir que a célula possa subsistir em condi¢es ambientais adversas
prolongadas (deplecdo de fonte de carbono). Essas mudancas podem
incluir alteragdo na expressdo de varios genes, na ativacdo de enzimas e
nos transportadores de substrato, impedindo a replicagédo do DNA,; e

(iii) células mortas: células que acumularam lesdes internas suficientes para
impedir definitivamente a execuc¢do do ciclo celular e qualquer rota

metabdlica

A definicdo de celulas inativas utilizada neste trabalho é parcialmente compativel
com a definicdo de “células quiescentes” usada por Gray et al. (1999), no que tange a
influéncia da deplecdo de substrato sobre a inativacdo/quiescéncia das células. Em
particular, neste trabalho sera assumido que as células tornam-se inativas apenas na fase Gy,
antes da ocorréncia do START (inicio da gemulacdo), sob a influéncia das condi¢des
ambientais (concentracdo de substrato); sob este aspecto, a inativacdo que o modelo
apresentado descreve ¢é assemelhada a fase quiescente G, descrita na literatura (Figura 3.1).
Seré assumido também, por simplificacdo, que o consumo de substrato das células inativas
é desprezivel. Ambas estas caracteristicas das células inativas aqui definidas concordam
especificamente com as seguintes caracteristicas de leveduras quiescentes em fase Gy (Gray
et al., 1999):

Q) néo proliferam (n&o executam mitose);
(i) ndo aumentam massa e volume; e

(ili))  permanecem na fase ndo-gemulante;
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Ainda, estas caracteristicas das células inativas podem implicar em outras caracteristicas
de células quiescentes verificadas experimentalmente, como a reducdo de taxas de
transcricdo e sintese de proteinas em relacdo as observadas durante crescimento
balanceado (Gray et al., 1999). Entretanto, como o fenbmeno da quiescéncia celular é
notavelmente complexo, ndo é pretensdo da definicdo dotada concordar com todas as
caracteristicas observadas das leveduras quiescentes, mas pretende-se ndo discordar de
nenhuma caracteristica essencial registrada na literatura. Uma descricdo mais proxima de
todas essas caracteristicas intrinsecas as células quiescentes seria possivel apenas através
de um modelo que computasse taxas metabdlicas, o que ndo faz parte do escopo deste
trabalho. Por fim, a adocdo dos termos “ativas” e “inativas” sublinha a intengdo de
descrever as dinamicas gerais apresentadas por células proliferantes e quiescentes, sem a
pretensdo de descrever de forma mecanistica tais fenémenos. Outros detalhes referentes as
caracteristicas e mecanismos de inativacdo serdo citados ao longo deste capitulo (nas

secdes referentes as funcdes de inativacao e consumo de substrato), e na secéo 5.2.

Go

Quiescéncia

G,
\ START

M Divisao S

o

Figura 3.1 — Ciclo celular de Saccharomyces cerevisiae: relacdo entre divisdo e quiescéncia
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O modelo BPM estruturado em idade aqui apresentado descreve a dindmica
populacional destas 3 classes de células, computando taxas de divisdo, transicdo entre
classes e consumo de fonte de carbono através de quatro equagfes: uma equacao integro-
diferencial parcial (0 balanco populacional de células ativas), duas equacdes diferenciais
parciais (balangos populacionais de células inativas e mortas) e uma equacdo diferencial
ordinarias (balango de substrato carbonéceo), todas ndo-homogéneas e de ordem 1. O
modelo apresentado considera ainda um valor constante para uma variavel relacionada a
oferta de oxigénio a populacdo, cujo significado serd esclarecido posteriormente, e sera
apresentado na sua formulagdo mais genérica, considerando a operagdo em um fermentador

continuo de agitacdo perfeita, ou CSTF — Continuous Stirred-Tank Fermentor.

3.1 - BALANCO POPULACIONAL EM FERMENTADOR CONTINUO AGITADO

A Figura 3.2 mostra de forma esquematica o sistema modelado.

F T F
SIN (t) I,.ll""--__-_q""\ S(t)
ny (a.t) n,(at)
n"(at) n (at)
0™ (a,) ° o (a.t)
A AT

Y
[

Figura 3.2 — Sistema em CSTF (agitacdo perfeita, pressurizado)

Consideram-se as seguintes variaveis e pardmetros do processo:



O sistema estéa sujeito as condig¢des iniciais:
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t Tempo (h)

a Idade celular genealdgica -

L(a) Duracdo "instantanea” do ciclo celular para individuo com idade  (h)
a, tal que L(a)™ é a taxa de envelhecimento, expressa no continuo
a, por unidade de tempo real

) Variavel associada a oferta de oxigénio no CSTF -

s™N(t) Concentracgdo de substrato na corrente de alimentacgao (g/L)

S(t) Concentragdo de substrato no CSTF (g/L)

Na(a,t) Funcdo densidade de namero de células ativas por unidade de (céllL)
volume no CSTF

N, (a,t) Funcéo densidade de nimero de células ativas por unidade de (céllL)
volume na alimentagéo

Ni(a,t) Funcdo densidade de nimero de células inativas por unidade de  (cél/L)
volume no CSTF

N (a,t) Funcéo densidade de nimero de células inativas por unidade de  (cél/L)
volume na alimentagéo

Np(a,t) Funcdo densidade de numero de células mortas por unidade de (céllL)
volume no CSTF

N (a,t) Funcdo densidade de nimero de células mortas por unidade de (cél/L)
volume na alimentagéo

F Vazdo da alimentagéo (L/h)
Volume do CSTF (L)



Modelo de Dindmica Populacional Microbiana Estruturada Em Idade 39

Noo(@)=N5(a,0)

Consideram-se ainda as fungdes abaixo que definem de forma genérica termos ou

coeficientes nas equacdes do modelo:

B(a,S,0)

Da(a,S,0)

1(3,S,0)

A(a,S,0)

Di(a,S,0)

Rs (a,S,0)

Densidade de probabilidade, no continuo de tempo, de divisdo celular em
funcdo da idade, da concentracdo de substrato e da oferta de oxigénio no
CSTF

Densidade de probabilidade, no continuo de tempo, de morte de uma célula
ativa em fungdo da idade, da concentragdo de substrato e da oferta de
oxigénio no CSTF (transicdo ativa — morta)

Densidade de probabilidade, no continuo de tempo, de inativacdo de uma
celula ativa em funcédo da idade, da concentracéo de substrato e da oferta de
oxigénio no CSTF (transicao ativa — inativa)

Densidade de probabilidade, no continuo de tempo, de ativacdo de uma
celula inativa em funcdo da idade, da concentracdo de substrato e da oferta
de oxigénio no CSTF (transicdo inativa — ativa)

Densidade de probabilidade, no continuo de tempo, de morte de uma célula
inativa em funcdo da idade, da concentracdo de substrato e da oferta de
oxigénio no CSTF (transicdo inativa — morta)

taxa média de consumo de substrato por célula ativa (g cél™* - h™*) de idade

a sob as condi¢cdes ambientais S e O.

Por conveniéncia, as equacdes do modelo sdo adimensionadas e escaladas pela

introducdo da concentracdo total (cél/L) de microrganismos ativos na condi¢do inicial do

reator (No), da seguinte forma

(3.1)
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NA(a!t) NA,O(a) IN N, (a’t)
n(a)- M () 2 ot o) - A
n o)=Y nofe)= ) (o)=Y
nofa.0)= ot noofa)= M2 o o) - M0
R.(a,$,0)=N,R{(a,S,0) 3.2)

A formulacdo genérica do modelo BPM estruturado em idade estd mostrado nas
Equagdes 3.3 — 3.7. A funcdo Rs sera definida na secéo 3.4.

anAa(;i,t)Jra_i{nAL((z,)t)}:VE[nLN (@t)-n, ()] (3.3)
-[D,(a,$,0)+1(a,S,0)]n,(a,t)+ A(a,S,0)n, (a,t)+TB(a,S,O)nA(a,t)da
8”'6(3‘) - E ' @)-n(at)]-[D,(5.0)+ A@S. O @)+ as.om(at) &
anDa(ta,t) = 5[%” (at)- nD(a,t)]+ D,(a,$,0)n,(a,t)+D,(a,S,0)n,(at) (3:5)

ds(t) (3.6)

T _ 5 [SIN (t)— S(t)]_I R, (a, S, O)nA(a,t)da

t=0, nA(a’O) =MNao (a)’ n, (a,O): Mo (a)’ nD(a’O) =MNpo (a)’ S(O) =S, (3.7)
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3.2 - RESOLUCAO NUMERICA DO MODELO

O modelo (Egs. 3.3 — 3.7) foi resolvido no continuo de idades usando-se o
formalismo Galerkin (Fletcher, 1984). Através deste procedimento, é possivel transformar a
equacdo integro-diferencial parcial do modelo em um sistema de equagbes diferenciais

ordinarias no tempo.

Com esta finalidade foi escolhida como base funcional de dimensdo N, o conjunto

{¢k (a)}N de funcdes pulso retangular mostradas na Equacédo 3.8 :

1

#1(2)=—-lU(@-(i-1h)-U(a- jn)

(3.8)

onde U(a) é a funcdo degrau unitario e h é o comprimento caracteristico da discretizacdo
do continuo de idades que ird resultar sob as formas da Equacdo 3.8, de acordo com a
Equagéo 3.9.

h= aMAX B aMIN (3'9)

N

onde ayin normalmente é igual a zero e ayax € a idade maxima a ser abrangida pela
simulacédo, sendo aqui adotados 10 ou 20 ciclos reprodutivos para este valor. Com respeito
a isto, os dados de Lord e Wheals (1980) mostram que em média as células de
Saccharomyces cerevisiae participam de 3 a 4 eventos reprodutivos, embora haja registros
de individuos com mais de 37 eventos desta natureza. O valor adotado para N foi de 50
para (amax = 10) ou 100 (para awax = 20). Com estas definicOes, verifica-se que a base

selecionada é ortonormal com respeito ao produto interno definido na Equacéo 3.10.

4, (), (a)da = (¢, 4,) (3.10)

O =38
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A aplicacdo do formalismo Galerkin demanda inicialmente a colocagéo de todas as

funcdes do problema sob a forma de truncamentos de séries de Fourier a partir da base
{#.(a)}, . Para fungdes dependentes do tempo e do indice a, os coeficientes de Fourier

dependerdo do tempo, como mostrado nas Equacfes 3.11 — 3.19.

n.(at)= ic“ (t)s;(a) (3.11)

Naol@)= icA ,(0);(a) (3.12)
ny(a,t)= ic;\N (), (a) (3.13)

n, (a,t) = ic' j(t)¢j (a) (3.14)

”u,o(a)=ic.j(o)¢j(a) (3.15)
nM(at)= ZN:CI'NJ.(t)¢j (a) (3.16)

nD(a:t)=ZN:CDj(t)¢j (a) (3.17)
Npo(a)= icDj(O);z&j (a) (3.18)

ny'(a,t)=>ch' (t);(a) (3.19)

Da mesma forma, outras funcbes como a taxa de envelhecimento (Eq. 3.20), as
densidades de probabilidade de divisdo (Eq. 3.21) e transi¢des (Egs. 3.22 - 3.25),
escrevem-se na base em questdo, conforme abaixo. Note-se a dependéncia, em cada caso,

dos coeficientes de Fourier com as variaveis restantes (tais como S, O) que influenciam a
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funcdo original. As fungdes densidade de probabilidade de divisdo e de transi¢cGes serdo

definidas na préxima sec&o.

(3.20)

(3.21)

o (3.22)

I(a,5,0)= iij(s,o)¢J (a) (3.23)
D, (a:S,O)=id,J(S,O)¢j (a) (3.24)
y (3.25)

Os coeficientes de Fourier das fungdes densidade de populacdes iniciais (Egs. 3.12,
3.15 e 3.18) e de entrada (Egs. 3.13, 3.16 e 3.19), sdo obtidos a partir das respectivas
formas funcionais (apresentadas na se¢ao seguinte) via tratamento para construcdo de séries
de Fourier conforme mostrado nas Equagdes 3.26 — 3.31.

@ jh (3.26)
¢, (0)=[#, (@), (a)da=—= [n,,(a)da
'([ \/ﬁ(j—l)h
= in (3.27)
¢,,(0)=[4,(a)n, o(a)da=—= [n,,(a)da
6[ \/ﬁ(j—l)h
@ in (3.28)
¢o,(0)= [ 4,(a)no,(a)da=—= [n,,(a)da
'([ \/ﬁ(j—l)h
o in (3.29)
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o in (3.30)
()= qﬁj(a)n,'N(a,t)da:i n"(a,t)da

| W

" in (3.31)
', ()= [ 4@y (atlda=—7- [nl(at)da

| W

No procedimento Galerkin, as relagdes (Egs. 3.11 — 3.25) sdo substituidas nas
Equacbes 3.3 — 3.5, gerando residuos dependentes do tempo (t) e da idade (a). Em seguida,
impde-se que os produtos internos de tais residuos com as fungdes-base (Eq. 3.8) sejam
nulos. Finalmente, obtém-se o sistema de equacdes diferenciais ordinarias no tempo (Egs.
3.32 — 3.36), a ser resolvido para os coeficientes de Fourier das funcGes densidade

populacionais de células ativas, inativas e mortas e para a concentracdo de substrato no

reator.

0l -50]-$, (0. 0.5.0% ke 632
dny, (t) N 2;(8,0)n, (t)+d,,(S,0)n,,(t) (3.33)
Doull Bl ), 0]+ T

an, ) Fr, (5.0)n,, (1)-1d, (5,0)+2,(5.0)h,, ¥ 334
L=t )y 0]+ T

Pl L 0-na | o S GO0 g -

dn,;(t) F[ ,N_(t)_nAj(t)]{ZIj dAj(S,o)+ij(s,o)}nAj(t) (3.36)
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3.3 - FUNCOES DE DIVISAO E TRANSICOES

As funcdes densidade de probabilidade (temporais) propostas para os termos de
divisdo, ativacdo e inativacdo foram construidas com base na funcdo sigmoidal logistica
(Eqg. 3.37). Como excecéo, as fungdes densidade de probabilidade (temporais) propostas
para os termos de morte de celulas ativas e inativas sdo exponenciais. Cada uma delas sera

discutida em detalhes nos sub-itens a seguir.

¢ (g): He_% (3.37)

O Apéndice I ilustra propriedades da funcdo sigmoidal, e também mostra superficies
criadas por combinacdo (multiplicacdo) de duas func¢des sigmoidais e por combinacdo de
uma funcdo sigmoidal e termos exponenciais presentes nas fungdes de probabilidade de
divisdo e inativacdo celulares, representando o comportamento de cada uma das funcdes
formuladas e evitando a reproducgdo de vérias figuras muito parecidas nas Se¢des 3.3.1 a
3.35.

3.3.1 — FUNCAO DE DIVISAO

A divisdo celular ocorre apenas em condi¢cdes ambientais favoraveis, suficientes
para o crescimento da célula-m&e até o tamanho critico para a ocorréncia do START e a
replicacdo do material genético. Considera-se que tanto a concentracdo da fonte de carbono
e a oferta de oxigénio sdo fatores ambientais relevantes para esse processo, devendo
influenciar a taxa de divisdo. Adicionalmente, evidéncia experimental mostra que as células
perdem sua capacidade de executar o ciclo celular com sucesso progressivamente com as
divisdes efetuadas (Lord e Wheals, 1980). Assim, a forma genérica proposta para a
probabilidade de ocorréncia de divisdao celular em (t, t + At) é mostrada na Equagédo
3.38.
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B(a,S,0)At = p°ps ps pa At (3.38)
onde
ps Densidade de probabilidade de auséncia de evento impeditivo relacionado a
oferta de oxigénio
pd Densidade de probabilidade de auséncia de evento impeditivo relacionado a
oferta de substrato
p? Densidade de probabilidade de auséncia de evento impeditivo relacionado a

idade genealdgica

p° At Probabilidade de ocorréncia de iniciador reprodutivo na janela (t, t + At)

A Equacao (3.38) reflete 0 modelo de densidade de probabilidade de diviséo a partir
da conjuncdo de eventos independentes, tanto ambientais (relacionados ao substrato S e a
oferta de oxigénio representada por O) quanto por fatores metabolicos e genéticos
(relacionados a idade genealdgica a). Tambem é levado em consideragdo um fator
independente relacionado & incidéncia aleatéria de um iniciador do processo reprodutivo.
Nota-se que este termo de “iniciagdo” ou “deflagracdo” de divisdo é constante e

proporcional a largura da janela de espera de sua ocorréncia.

PropOe-se que concentracbes muito pequenas de substrato dificultem a diviséo
celular, com a probabilidade de sucesso da mitose aumentando com essa concentracao;
apos um determinado valor, qualquer acréscimo na concentracdo de substrato ndo mostra
influéncia sobre a probabilidade de divisdo, que € maxima. Assim, a forma proposta para o
termo de divisdo celular em fungéo da concentracdo de substrato esta mostrada na Equagéo
3.30.
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s 1 (3.39)
Ps = 1+ ¢ 207E)

Propde-se que uma baixa oferta de oxigénio tenha pouco impacto sobre a
probabilidade de divisdo celular, com aumento dessa probabilidade proporcional ao
aumento da oferta, até valores moderados. A total auséncia de oxigénio (condicdo anoxica)
ndo deve ser impeditiva para o sucesso da mitose. Adicionalmente, propfe-se que uma
oferta exagerada de oxigénio ocasione um ambiente fortemente oxidativo, com influéncia
negativa sobre a capacidade de divisdo. A Equacdo 3.40 mostra um termo para a divisdo

dependente da variavel O com essas caracteristicas.

e 1 1 (3.40)
o~ B B ) B B
1+ e*io,l(o*%,l) 1+ e*lo,z(of}’o,z)
75,2 > 73,1 ;L(B),l > /13,2

Por fim, considera-se que a probabilidade de divisdo celular decresce
progressivamente com a idade genealdgica. Entretanto, devido a natureza da variavel
continua a (ligada ao nimero de ciclos celulares executados / cicatrizes na superficie das
celulas-maes), é necessério utilizar uma forma especial para a probabilidade de divisdo em
funcdo de a, para expressar a ocorréncia de divisdo em valores inteiros de a (ou, no
minimo, proximos aos valores inteiros). A Equacdo 3.41 mostra uma funcao que satisfaz a

essas condicoes.

( Pe (1) (3.41)
1)
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A Equacdo 3.14 néo esta definida apenas em funcéo da sigmoidal, apresentando um
fator exponencial que recebe dois pardmetros: um periodo (P em ciclos celulares,
habitualmente igual a 1) e um desvio-padrdo (DP, proximo de 0,1). Além disso, este fator
exponencial é funcdo ndo da idade a, mas do resto da divisdo da idade por 2 (trunc € a
funcdo de truncamento, retornando a parte inteira de seu argumento). Este fator (uma
funcdo com imagem em [0,1]) estabelece a impossibilidade de uma célula se dividir
imediatamente ap6s uma divisdo anterior, criando artificialmente um periodo de espera
entre uma divisdo e outra, e, desta forma, sincronizando ou alinhando os eventos
reprodutivos com os momentos finais do ciclo celular. Quanto menor o valor de DP, mais

aguda ¢ a concentracdo forcada de evento reprodutivo ao final do ciclo celular.

O comportamento da funcdo B(a,S,0) pode ser visualizado através das superficies

tipicas mostradas no Apéndice | (com especial destaque para a Figura Al.12).
3.3.2 — FUNCAO DE MORTE DE CELULAS ATIVAS

A morte de células ativas ocorre por fatores associados ao estado interno das células
ou devido a condi¢cBes ambientais desfavordveis & manutencdo do metabolismo e das
estruturas basicas. A forma proposta para a probabilidade de ocorréncia de morte de células

ativas em (t, t + At) é mostrada na Equacéo 3.42.

D,(a,S,0)At = a* At + p* p2* At + p2* p2+ At + p2» pPr At (3.42)

onde

oA Densidade de probabilidade de ocorréncia de evento com potencial letal devido

a oferta de oxigénio
pd* At Probabilidade de incidéncia de evento com potencial letal em (t, t + At) sob
influéncia de fatores ambientais (O)

Da Densidade de probabilidade de ocorréncia de evento com potencial letal devido

pS oL o~ -1 - s e
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a concentragdo de substrato
ps'?AAt Probabilidade de incidéncia de evento com potencial letal em (t, t + At) sob
influéncia de fatores ambientais (S)
Da Densidade de probabilidade de ocorréncia de evento com potencial letal devido
ao estado interno da célula
pfAAt Probabilidade de incidéncia de evento com potencial letal em (t, t + At) sob
influéncia do estado interno da célula
a®*At  Probabilidade de incidéncia de evento letal em (t, t + At) ndo potencializado

por condi¢Bes ambientais ou etéarias

E formulada a hipotese de eventos letais em (t, t + At) pertencerem a duas classes
distintas: (i) aqueles ndo potencializados ou atenuados por condi¢des ambientais ou etéarias
(incidéncia aleatoria) e (ii) aqueles que podem ser enfraquecidos ou refor¢ados por estas
condicdes. E admitida a independéncia nos mecanismos de atenuagio/agravamento de um
evento letal da 2* classe citada, com relagdo as influéncias de idade e oferta de oxigénio.
Estes eventos serdo realmente letais apenas se 0 viés imposto pelas condi¢des etarias ou
ambientais permitir, de forma independente. Para simplificar a formulagdo do modelo, serd

considerado que todos os iniciadores de evento letal s&o idénticos,

Dy _— Dp _

Po" EPs = pa?A =p™ (3.43)

resultando na formulacdo final da probabilidade de morte de células ativas, mostrada na
Equagéo 3.44.

D,.(a,5,0)At = a®* At + p (p2* + p2* + p2 Jat (3.44)

Os termos dependentes da oferta de oxigénio e da concentragdo de substrato sdo
baseados na funcdo sigmoidal, de forma que a probabilidade de morte aumenta com o

enriquecimento do meio em oxigénio até um valor que ocasiona a saturacdo desse termo, e
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com o empobrecimento do meio em substrato abaixo de um certo valor, como mostrado nas
Equacdes 3.45 e 3.46.

Dy _ 1 (3.45)

° - -8 (0-8*)

l+e
1 (3.46)

24 (5724 )

ps* =1~

l1+e

O termo dependente da idade, excepcionalmente, é baseado na funcdo exponencial
(Eq. 3.47). A subtracdo de 1 desloca a imagem da fungéo, tornando nula a probabilidade
imediata de morte de células recém-nascidas.

Da
a

— eﬂEAa _1 (347)

3.3.3 — FUNCAO DE INATIVACAO DE CELULAS ATIVAS

Na formulacdo do modelo, considera-se a inativacdo de células ativas como um
mecanismo de autopreservacao das células, face a deplecdo prolongada de fonte de carbono
no meio e a uma avangada idade geneal6gica, condi¢des nas quais 0 progresso do ciclo
celular pode ser encerrado sem sucesso, resultando em morte (perda definitiva de
viabilidade celular). Ndo seré considerada qualquer influéncia da oferta de oxigénio sobre a
inativacdo. Adicionalmente, serd considerado que a inativacdo de uma célula ocorre durante
0 inicio da fase G;, uma vez que, ap0s iniciada a fase S, as células de Saccharomyces
cerevisiae ndo interrompem a progresséo do ciclo celular (Nasmyth, 1996). Assim, a forma
para a probabilidade de inativacdo de uma célula ativa em (t, t + At) é mostrada na

Equacéo 3.48.

1(a,S,0)At=1(a,S)=a'At+ pl piAt + p! plAt (3.48)
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onde

P Densidade de probabilidade de inativacdo celular relacionada a fatores
ambientais (S)
piAt  Probabilidade de incidéncia de evento inativador em (t, t + At) sob influéncia
de fatores ambientais (S)
p! Densidade de probabilidade de inativacédo celular relacionada ao estado interno
da célula
p.At  Probabilidade de incidéncia de evento inativador em (t, t + At) sob influéncia
do estado interno da célula
a' At Probabilidade de incidéncia de evento inativador em (t, t + At) ndo

potencializado por condigdes ambientais ou etarias

E formulada, também neste caso, a hipotese de eventos inativadores em (t, t + At)
pertencerem a duas classes distintas: (i) aqueles ndo potencializados ou atenuados por
condigdes ambientais ou etarias (incidéncia aleatdria) e (ii) aqueles que podem ser
enfraquecidos ou reforcados por estas condicdes. E admitida a independéncia nos
mecanismos de atenuagdo/agravamento de um evento inativador da 2% classe citada, com
relacdo as influéncias de idade e concentracdo de substrato, de forma independente. Para
simplificar a formulacdo do modelo, sera considerado que ambos os iniciadores de evento

inativador sdo idénticos
ps=ps=p' (349)
resultando na formulag&o final da probabilidade de inativacdo, mostrada na Equacdo 3.50.

I(a,S)At =o' At+ p' (p! + p Jat (3.50)
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Ambos os termos de inativacdo (dependentes do substrato e da idade) sdo baseados
na fungdo sigmoidal, apenas com tendéncias diferentes: enquanto a probabilidade de
inativacdo aumenta com a idade, diminui com o aumento da concentracdo de substrato.
Entretanto, o termo dependente da idade possui um fator exponencial similar ao usado na
Equacdo 3.41, cuja funcdo é concentrar a probabilidade de inativagdo no inicio do ciclo
celular. Esse termo exponencial (uma fungdo com imagem em [0,1]) recebe dois
parametros: um periodo Pc em ciclos celulares (Pc = 1) e um desvio-padrdo DP (DP =
0,1), e é funcdo ndo da idade a, mas do resto da divisdo da idade por 2 (trunc é a funcéo de
truncamento, retornando a parte inteira de seu argumento). Estes termos s&o mostrados nas
Equagdes 3.51 e 3.52.

, 1 (3.51)

1 _( Pc Jzé (3.52)

O comportamento da funcdo I(a,S) pode ser visualizado através das superficies

tipicas mostradas no Apéndice | (com especial destaque para a Figura Al.13).
3.3.4 — FUNCAO DE ATIVAGCAO DE CELULAS INATIVAS

Seguindo a ldgica que guiou a formulagdo da funcdo de probabilidade de inativacdo
celular, a probabilidade de ativagdo de uma célula inativa aumenta com a concentracéo de
substrato e é maior para as células que executaram poucos ciclos de divisdo. Também aqui

é considerado que a oferta de oxigénio ndo afeta a ativacéo das células. Assim, a forma para
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a probabilidade de ativagdo de uma célula inativa em (t, t + At) é mostrada na Equagdo

3.53.

onde

pe

psit

P\

aAt

A(a,S,0)At = A(a, S)At = a At + p& pl At + p2 plAt (3.53)

Densidade de probabilidade de ativacdo celular relacionada a fatores
ambientais (S)

Probabilidade de incidéncia de evento ativador em (t, t + At) sob influéncia de
fatores ambientais (S)

Densidade de probabilidade de ativacdo celular relacionada ao estado interno
da célula

Probabilidade de incidéncia de evento ativador em (t, t + At) sob influéncia do
estado interno da célula

Probabilidade de incidéncia de evento ativador em (t, t + At) ndo

potencializado por condigdes ambientais ou etarias

E formulada também neste caso a hipGtese de eventos ativadores de células inativas

em (t, t + At) pertencerem a duas classes distintas: (i) aqueles ndo potencializados ou

atenuados por condigdes ambientais ou etarias (incidéncia aleatdria) e (ii) aqueles que

podem ser enfraquecidos ou reforgados por estas condicdes. E admitida a independéncia

nos mecanismos de atenuagdo/agravamento de um evento ativador da 2° classe citada, com

relacdo as influéncias de idade e concentracdo de substrato, de forma independente.

Também neste caso, para simplificar a formulagdo do modelo, serd considerado que ambos

os iniciadores de evento ativador sdo idénticos

ps =py=p" (3.54)

resultando na formulagdo final da probabilidade de ativacdo, mostrada na Equacéo 3.55.
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Aa,S)At = a At + p*(p2 + p2 Jat (3.59)

Ambos os termos de inativacdo (dependentes do substrato e da idade) sdo baseados

na sigmoidal, e sdo mostrados nas Equacdes 3.56 e 3.57.

A 1 (3.56)
Ps = 14 e Al72]

R 1 (3.57)
P =1-—— g
- 1l

3.3.5 — FUNCAO DE MORTE DE CELULAS INATIVAS

Seré considerado na formulacdo deste modelo que as células inativas perdem em
definitivo sua viabilidade por mecanismos independentes de fatores ambientais. Assim, a
probabilidade de ocorréncia de morte de células inativas em (t, t + At) depende apenas do

estado interno das células e € mostrada na Equacéo 3.58.

D,(a,S,0)At =D, (a)At =a® + p® p2 (3.58)

onde

o Densidade de probabilidade de ocorréncia de evento com potencial letal devido
ao estado interno da célula

p> At Probabilidade de incidéncia de evento com potencial letal em (t, t + At) sob
influéncia do estado interno da célula

a® At Probabilidade de incidéncia de evento letal em (t, t + At) ndo potencializado

por condi¢des ambientais ou etarias
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E formulada a hipétese de eventos letais em (t, t + At) pertencerem a duas classes
distintas: (i) aqueles ndo potencializados ou atenuados por condicdes etérias (incidéncia
aleatoria, como, por exemplo, “defeitos” genéticos) e (ii) aqueles que podem ser

enfraquecidos ou reforcados por estas condices.

O termo dependente da idade, como no caso da probabilidade de morte de células
ativas, é baseado na funcdo exponencial (Eq. 3.59). A subtracdo de 1 desloca a imagem da

funcdo, tornando nula a probabilidade imediata de morte de células recém-nascidas.

O _ e _q (3.59)

a
3.3.6 — COEFICIENTES DE FOURIER DAS FUNCOES DE DIVISAO E TRANSICOES

Todas as constantes de iniciacdo ( p’s), residuais (« ’s), de deslocamento (y’s) e de

aceleracdo (A’s) das fungdes apresentadas nas secOes 3.3.1 a 3.3.5 podem ser ajustadas via
sintonia das respostas macroscopicas preditas pelo modelo final com comportamentos
conhecidos ou obtidos experimentalmente. Este procedimento pode ser guiado
estatisticamente ou empiricamente via minimizagdo de soma ponderada de quadrados de

desvios com respeito a dados experimentais sobre dindmica populacional microbiana.

A geracdo dos coeficientes de Fourier de B(a,S,0), Da(a,S,0), 1(a,S,0), A(a,S,0) e
D\(a,S,0) se da de acordo com as Equac@es 3.60 — 3.64.

(3.60)

b,(S,0)=[B(a,S,0)¢,(a)da

Il
O3

(3.61)

d,;(5,0)=[D,(a,S,0)¢;(a)da

o—38
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i;(8,0)= T I(a,S,0)p, (a)da (3.62)
aj(S:O)ZTA(a,S,OMj (a)da (3.63)
(3.64)

d, J.(S,O)=TD, (a,S,0)¢;(a)da

Assim, usando-se integragdo trapezoidal (admitida, apesar da baixa preciséo,
porque os parametros ainda estdo indefinidos), chega-se as expressGes mostradas nas
Equacdes 3.65 — 3.69.

b;(S,0)=p"p; p?@[pf o T p’ jh] (365
d,,(0)= (™ + p* p&* Wh + o %[pam TS ,h] (3.66)
ij(S)=(a' +p' pg)\/ﬁ+p' %[p; ot o! ih] (3.67)
aj(S)Z(aAerAp?)\/ﬁerA%[p? (H)h+p: ,—h] (3.68)
d, =(a® + p™ Wh+pP @[p:, LR h] (3.69)

3.4 - FUNCAO DE CONSUMO DE SUBSTRATO

As fungBes relativas as taxas R; e Rs sdo formuladas empiricamente neste trabalho

a partir de expressdes analogas classicas (encontradas em modelos tipo Monod), sendo
admitida independéncia da idade celular. Esta proposicdo resultou da auséncia de
informac&o sobre consumo de substrato em contexto segregado.

Em relacéo a oferta de oxigénio, so feitas as consideragoes:
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Q) a taxa especifica de consumo de substrato é maior nas culturas aeradas
que nas culturas anoxicas; e
(i) um ambiente fortemente oxidante, ao provocar alteracbes metabolicas nas

células, diminui a taxa especifica de consumo de substrato

Assim, adotou-se para a taxa de consumo de substrato a forma mostrada nas
Equacbes 3.70 e 3.71.

R.(a,$,0)=N,R{(a,S,0)=N,R{(S,0) (3.70)

S (3.71)
Kg +S

R*= [fOS,lluAEROBIC + (1_ fos,l ):uANAEROBIC Kl_ fos,z)
O termo fosy1 é responsavel por mudar a taxa especifica de consumo de substrato

entre o valor inferior (cultura anoxica) e o valor superior (cultura aerada), de acordo com a
oferta de oxigénio, e estd mostrado na Equagéo 3.72.

1 (3.72)
1+ e—ﬂg’l(o—ﬂfg'l)

S _
fo,l -

O termo f;, diminui a taxa especifica de consumo de substrato em culturas

aeradas, quando a oferta de oxigénio é excessiva, causando um efeito deletério sobre as

celulas, e esta mostrado na Equacéo 3.73

1 (3.73)

o)

fos,z =
l+e
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3.5 - FUNCOES DENSIDADE PARA POPULACOES INICIAIS

A funcdo densidade adimensional inicial de células ativas usada neste trabalho
(Figura 3.3) foi escolhida de forma a concordar qualitativamente com os dados
experimentais de Lord e Wheals (1980) a respeito de Saccharomyces cerevisiae. A funcao
correspondente para células inativas foi assumida como igual em forma a de vivas, com
10% de seu valor. Usualmente, a condicdo inicial usada ao longo deste trabalho € a
auséncia de células mortas.

Distribuigdes Iniciais

us [ I I I ' I I B Adivas
[ Inatwass

o I\I IIIIII..- L | | L
0 1 ] 3 4 5 3 7 8 ] 1

Idade (ciclos)

L

1

L

Figura 3.3 — Funcdes densidade inicial de células

3.6 - FUNCOES DE CicLO CELULAR — DISTRIBUICOES DE MASSA E DURACAO

A formulacdo do modelo torna necessaria a definicdo de duas funcgdes relacionadas

a operacdo do ciclo celular:

() a funcéo de duracdo do ciclo celular L(a); e
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(i)  adistribuicdo de massa celular M(a)

A funcdo L(a) é intrinsecamente necessaria ao modelo, pois faz parte do seu
equacionamento (Eg. 3.3). J& a funcdo distribuicdo de massa celular M(a) (que relaciona a
massa de um individuo com sua idade a), embora ndo influencie nenhuma das taxas
presentes no modelo (isto é, tais termos dependem apenas de a, S e O), € necesséria para
gerar respostas associadas com a distribuicdo de massa da populacdo, bem como com

valores globais como a massa total de células vivas e mortas, etc.

A funcdo distribuicdo de massa celular também foi usada para o calculo das fracoes
de células em gemulacdo e fora de gemulagdo. A identificacdo visual do estado de
gemulacdo é praticamente definida pelo nivel de massa celular (normalmente quando a
massa ou volume do individuo ultrapassa um determinado nivel — por exemplo, 120% ou

125% da massa de referéncia de individuo adulto).

Neste trabalho foram realizadas simulagdes com duas implementacdes diferentes

para as funcdes L(a) e M(a):

(1 a implementagédo A usou dados obtidos a partir do trabalho de Chen et al.
(2000), que simularam o ciclo celular de Saccharomyces cerevisiae
usando um modelo que computa a dindmica de diversas enzimas-chave
dos processos envolvidos; e

(i) a implementacdo B usou dados obtidos a partir do trabalho de
Alberghina et al. (1983), que analisaram a distribui¢do de proteinas em
células de Saccharomyces cerevisiae de diferentes idades e permitiu o
estabelecimento de uma relacdo entre as massas criticas para gemulacao
e divisdo e a idade genealdgica utilizada como referéncia em outros
trabalhos (Cazzador e Mariani, 1988; Hatzis e Porro, 2006)



Modelo de Dindmica Populacional Microbiana Estruturada Em Idade 60

Em ambas as implementagdes, os coeficientes de Fourier I; da fungéo taxa de

envelhecimento L‘l(a), sdo, como nos casos precedentes, obtidos utilizando integracéo

trapezoidal (Eq. 3.74)

\/ﬁ[ 1, 1 } (3.74)
b2 [L(jh) L((i-1n)

E muito importante ressaltar que, embora ambas as funcdes de massa e duragdo
usadas neste trabalho dependam exclusivamente da idade genealdgica a, sabe-se que as
condi¢cbes ambientais, especialmente a concentragdo de fonte de carbono, influenciam
ambas. E esperado que, em ambientes ricos em substrato carbonaceo, as células apresentem
maior massa, talvez acompanhada de um ciclo celular de menor duracéo. Entretanto, ndo ha
dados disponiveis a respeito da variacdo dessas grandezas com a concentragdo de substrato.
Sobressai na literatura o trabalho de Alberghina et al. (1998) que mostra a resposta das
massas criticas para ocorréncia de gemulagdo e mitose e da duracdo do ciclo celular a uma
mudanca nutricional no ambiente, de uma cultura em etanol (meio nutricionalmente mais
pobre) para cultura em glicose (meio nutricionalmente mais rico). Entretanto, essa mudanca
envolve uma grande reconfiguracdo do aparato enzimatico interno, associada as mudancas
de rotas metabolicas executadas em cada ambiente (bem como de transporte de substrato).
E incerto que as respostas observadas possam, de alguma forma, ser extrapoladas para
variagbes na concentracdo de glicose. Desta forma, ndo foi incorporada ao modelo a
influéncia da concentracdo de substrato sobre as fun¢des de massa e duracdo. Porém, para
evitar que o modelo gere respostas incongruentes para condic6es de deplecéo de substrato,
serd utilizada nas simulagdes uma fungdo de S para alterar a duragdo do ciclo celular
nestas condigdes, que sera abordada no Capitulo 5, na se¢éo 5.2.

Adicionalmente, ndo serd considerada neste trabalho a influéncia da oferta excessiva

de oxigénio sobre estas fungdes de ciclo celular.



Modelo de Dindmica Populacional Microbiana Estruturada Em Idade 61

As sub-secOes seguintes descreverdo as implementacdes de M(a) e L(a) utilizadas

neste trabalho.
3.6.1 — DISTRIBUICOES DE MASSA E DURACAO: IMPLEMENTACAO A

Nesta implementacéo, as funcbes La(a) e Ma(a) e seus pardmetros foram obtidos a
partir do trabalho de Chen e colaboradores (2000). A distribuicdo de duragdo de ciclos
celulares para Saccharomyces cerevisiae segue padrdo médio observado experimentalmente
e mostrado na Equacdo 3.75 e na Figura 3.4. A funcdo Ma(a) é apresentada na Equacgdo
3.76.

L,(a)=146 min, O<a<1 (3.75)
L,(a)=100 min, a>1

Distribuic&o de Duracéo de Ciclos Celulares

25 T T T T T T T

L,(@) (h)

0s

1) 1 2 3 4 5 [ 7 g 9 0

Idade (ciclos)

Figura 3. 4 — Durag&o do ciclo celular: implementacdo A — La(a)
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M, (a) =M Om(a)eQ(a)CA(a)[a—trunc(0,999999a)] (3.76a)
n =1+ trunc(0,999999a) (3.76b)
L+trunc(a) (3760)

C,(a)= ILA(a)da

trunc(a)
onde trunc é a funcdo de truncamento (retorna a parte inteira de seu argumento) e C(a) é a
duracdo (h) do ciclo n ao qual corresponde a idade a. Os parametros da Equacao 3.76 estdo
listados na Tabela 3.1. A Figura 3.5 apresenta 0 comportamento de Ma(a) segundo esta
implementacao.
Tabela 3.1 — Pardmetros de Ma(a) segundo Chen et al. (2000)

m(a) | q(a) (h™)
0,7107 0,0057 0<ac<l
0,9281 0,0058 l<a<?
0,9482 0,0058 2<a<3
0,9561 0,0058 a>3

M, (@) /M,

05 ! ! ! ! | ! | ! !
i 1 2 3 4 B & 7 Fl E] 0

Idade (ciclos)

Figura 3.5 — Distribuicéo de massa celular: implementacéo A — Ma(a)
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3.6.2 — DISTRIBUICOES DE MASSA E DURAGCAO: IMPLEMENTACAO B

Nesta implementacéo, as funcdes Lg(a) e Mg(a) e seus parametros foram obtidos a partir do
trabalho de Alberghina e colaboradores (1983). A funcdo Mg(a) segundo esta

implementacdo esta descrita nas Equacéo 3.77 — 3.80.

k 3.77
mgzmg[lthll__':J e
k = trunc(a)
m* = hm (3.78)
mg = (h —1)m* (3.79)
M, (a)=m, eCelatmme@eoeemea)] 5 g (3.80)
M, (a) = mkeCsla-trunc(0:0999992)] 5 > 1

1+trunc(a)
Ce (a) = _[ Le (a)da

trunc(a)

onde
k Numero de ciclos celulares j& executados, computado como a parte inteira de a

(k =0, para células recém-nascidas)

mJ Massa critica para ocorréncia do START e inicio da gemulacdo para células
recém-nascidas (k = 0)

m§ Massa critica para ocorréncia do START e inicio da gemulacdo para células que
ja executaram K ciclos celulares

my Massa critica para ocorréncia da mitose para células que ja executaram k ciclos
celulares

ka, Massa da celula-mée no inicio do ciclo celular k, imediatamente apos se dividir

nociclok-1



Modelo de Dindmica Populacional Microbiana Estruturada Em Idade 64

m, Massa da célula recém-nascida

= k k
Relacéo entre my, e mg (h>1)
Q Pardmetro proporcional ao crescimento relativo da massa critica para

gemulagdo de uma célula-mae entre a sua primeira divisio m; e a massa

critica para gemulagdo de uma célula recém-nascida mJ (Q < 1)

A Pardmetro proporcional ao crescimento relativo da massa critica para
gemulacdo de uma célula-mée entre dois ciclos subsequentes, apds o primeiro
(A<1)

A funcdo Lg(a) é deduzida a partir das equagdes 3.77 — 3.79, considerando que todas
as células possuem a mesma taxa individual de crescimento, e esta mostrada na Equacgdo
3.81.

L.(a)=L, k=0 (3.81)

k = trunc(a)

Os parédmetros usados neste trabalho para as funcGes Mg(a) e Lg(a) segundo a
implementacdo B estdo listados na Tabela 3.2. As fungGes Mg(a) e Lg(a) segundo esta

implementacgdo sdo apresentadas nas Figuras 3.6 e 3.7, respectivamente.

Tabela 3.2 — Par@metros default de Mg(a) segundo a implementacdo B (Alberghina et al., 1983)

Parametro Valor
mJ 1,20My g/cél
h 15
Q 0,5
A 0,2
Lo 146 min
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m =07, mg=1,2, Q=02 A=05 h=15

T T T T T
— MM,
— mglayy
25
2k 4
151 4
T+ —
05 2 i : 5 i iz i i 0 »
Idade (ciclos)
Figura 3.6 — Distribuicdo de massa celular: implementacédo B — Mg(a)
Distribuicdo de Duracéo de Ciclos Celulares
25 T T T T T
2
15
)
&
_ID:I
1
0.8
o 1 2 3 4 5 & 7 8 E] 10

Idade (ciclos)

Figura 3.7 — Duragéo do ciclo celular: implementagdo B — Lg(a)



Metodologia Experimental 66

4 - METODOLOGIA EXPERIMENTAL

No desenvolvimento deste trabalho, foram utilizados alguns conjuntos de dados

experimentais, de forma a guiar a formulacdo do modelo, bem como para avaliar

quantitativamente as suas respostas. Todos estes conjuntos foram obtidos monitorando

culturas em batelada de Saccharomyces cerevisiae, usando glicose como fonte de carbono,

e sao divididos em dois grupos:

(i)

dados obtidos pelo Grupo de Engenharia de Sistemas Bioldgicos (Escola
de Quimica / Universidade Federal do Rio de Janeiro). A cepa utilizada
foi Saccharomyces cerevisiae S288C (ATCC 26108, SUC2 mal gal2
CUP1 stal sta2 sta3 STA10). O reator bioquimico para a realizacdo dos
experimentos foi construido em acrilico, em formato retangular, com um
volume total de aproximadamente 300 mL e dividido igualmente em trés
compartimentos, como é mostrado na Figura 4.1. O reator nao apresenta
as melhores condicfes para culturas microbianas (por exemplo, a
presenca de arestas em angulos retos favorece a precipitagdo); porém,
possui baixo custo e mostrou-se satisfatorio. O reator apresenta orificios
em sua parte superior para a colocagédo de termdmetros, tubulacdo de ar e
para amostragem. Todos os experimentos foram conduzidos sob aeracéo
forcada atraves de difusores sinterizados posicionados no fundo dos
reatores. A manutencdo dos microrganismos em suspenséao foi garantida
por essa forma de aeracdo. As células foram pré-crescidas a 28°C em
agitador rotatorio a 160 rpm em meio YPD (extrato de levedo, 1%;
peptona, 2% e glicose, 2%). Em seguida, foram reinoculadas em meio
YPD modificado (extrato de levedo, 1%; peptona, 0,64% e glicose, 2%)
de modo a se obter a concentragdo inicial de células desejada. A
concentracdo celular foi quantificada em espectrofotdmetro a 570 nm,
correlacionada com peso seco de células. A maioria das medidas foi

realizada em intervalos regulares de 10 minutos. Foram retiradas, a cada
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30 minutos, aliquotas para centrifugacdo. O sobrenadante foi recolhido e
congelado para posterior analise de aclcares pelo Método de Nelson
(Martelli, 1968). A contagem do numero de células vidveis, ndo viaveis
e em gemulacdo foi realizada em camara de Newbauer, com auxilio de
azul de metileno vital (BSCS-US, 1970). Estes dados abrangem 6

conjuntos, que serdo citados doravante como conjuntos BR-01 a BR-06.

o2 Compartimento

j;’ de amostragem
B

Figura 4.1 — Reator Bioquimico onde foram realizados os experimentos BR-01 a BR-06

(i)

dados obtidos no Departamento de Engenharia Bioldgica da
Universidade do Minho, Braga, Portugal (Coelho et al., 2004). A cepa
utilizada foi Saccharomyces cerevisiae ATCC 32167, pré-crescida em
agitador rotatério a 30°C e 120 rpm por 15 horas, em meio composto por
0,4 g/L MgSO4.7H,0, 2,0 g/L (NH4)2SO4, 5,0 g/L KH,PO,4, 1,0 g/L
extrato de levedura e 5,0 g/L glicose. As bateladas foram conduzidas em
reator agitado a 30°C, 400 rpm e com vazédo de gas de 1 NL/min, sendo
algumas destas bateladas conduzidas em condi¢des hiperbaricas. A
pressdo interna foi ajustada através da pressdo de entrada do gas
comprimido na entrada e da abertura da valvula de controle de pressdo
da saida gasosa. A concentracdo de biomassa foi estimada por

espectrofotometria a 620 nm, usando curva de calibracdo para medicbes
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com peso seco de celulas. A concentracdo de glicose foi medida atraves
do método do &cido 3,5-dinitro-salicilico (Miller, 1959) e a concentragdo
de etanol foi determinada por HPLC (Jasco, Great Dunmow, Essex, UK)
com uma coluna Chrompack (&cidos orgénicos) e um detetor RI (830-
PU, Jasco). A viabilidade celular foi determinada com azul de metileno.
As fragcbes de células ndo-viaveis e gemulantes foi medida usando
procedimentos de andlise digital de imagens (Coelho et al., 2004). Estes
dados abrangem 6 conjuntos, obtidos em diferentes atmosferas internas
ao reator: (a) ar em pressdes de 1 e 6 bar (conjuntos PT-Al e PT-AG,
respectivamente); (b) oxigénio puro em pressdes de 3 e 5bar (conjuntos
PT-O3 e PT-0O5, respectivamente); e (c) nitrogénio puro em pressdes de
1 e 6bar (conjuntos PT-N1 e PT-NG6, respectivamente).

A Tabela 4.1 sumariza quais grandezas foram medidas durante a realizacdo de cada

experimento.

Tabela 4.1 — Sumario dos experimentos

Experimento MedigGes de
Biomassa Substrato Gemulantes / Nao-Gemulantes Nao-Viaveis

BR-01 58 10 4 4
BR-02 61 9 - -
BR-03 52 9

BR-04 7 7 7 7
BR-05 35 - - -
BR-06 40 - - -
PT-XY 5 5 5 5

(*) Apenas o valor inicial
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5 - BASES PARA SIMULACAO E AJUSTE DE PARAMETROS

A simulacdo do modelo formulado neste trabalho necessita da definicdo de alguns
detalhes ainda imprecisos e de valores para todos os pardmetros do modelo. As proximas
secdes visam a clarificar estes detalhes, explicar como os pardmetros do modelo foram

fixados ou ajustados a partir dos dados experimentais e apresentar seus valores.

5.1 — DEFINICAO DA VARIAVEL DE OFERTA DE OXIGENIO

O modelo formulado nas Equagdes 3.3 — 3.6 ndo inclui uma equacéo para balanco
de oxigénio dissolvido no meio liquido, entretanto, algumas das fungdes de probabilidade
do modelo sdo dependentes de uma variavel O, até aqui descrita como associada a oferta de
oxigénio as células. Os dados experimentais utilizados para guiar a construcdo das funcbes
de probabilidade e consumo de substrato e para ajustar os parametros do modelo ndo
incluem medic¢es de oxigénio dissolvido; entretanto os conjuntos de dados BR-01 a BR-06
foram realizados em ambientes aerados, e 0s conjuntos de dados de prefixo PT incluem 2
conjuntos obtidos em condic¢des andxicas e 4 conjuntos de dados obtidos em presenca de
oxigénio (adicionalmente, os dados de prefixo PT incluem 4 conjuntos em condic¢des

hiperbaricas).

Para tentar inferir a influéncia da aeracdo em cada experimento, considera-se que:

(1) as condicdes de aeracdo podem ser consideradas homogéneas e constantes
ao longo de cada experimento;

(i) em cada conjunto de experimentos realizados em bases comparaveis, dada a
condicdo (i), o efeito da oferta de oxigénio ao meio sobre a dindmica
populacional é qualitativamente idéntico e quantitativamente comparavel; e

(ili)  no caso dos experimentos em condicOes hiperbaricas o efeito da oferta
diferenciada de oxigénio é mais significativo do que o efeito da pressdo do

sistema sobre as células, conforme explicitado por Coelho et al. (2004).
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Assim, define-se a variavel O como a razdo entre a pressao parcial de oxigénio na
atmosfera do reator e a pressdo parcial do oxigénio no ar a pressdo atmosférica, como é

mostrado na Equacgéo 5.1

_ Yo,P (5.1)
0,21
onde
Yo, Fracdo molar de oxigénio na atmosfera do reator, ou seja, y, = O para as
atmosferas de N, (condicGes anoxicas), Y, = 0,21 para as atmosferas aeradas e
Yo, = 1 para as atmosferas de O, puro
P Pressdo absoluta da atmosfera do reator (em bar)

0,21 Pressdo parcial aproximada do O, no ar atmosférico (Parm = 1bar)

5.2 — INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE SUBSTRATO SOBRE A DURACAO DO

CicLo CELULAR

Como foi explicado ao fim da secdo 3.6, as funcdes de massa celular e duracdo do
ciclo celulares dependem apenas da idade a, devido a falta de dados para formulacdo de
funcbes de ciclo celular dependentes da concentragdo de substrato. Entretanto, a
independéncia da duracdo do ciclo celular com a concentragdo de substrato ocasiona uma
resposta incongruente: quando o meio esta privado de substrato, as células continuam
envelhecendo, pois L™(a) é constante. Devido & definicdo da variavel a utilizada neste
modelo, envelhecer significa progredir no ciclo celular. Se a taxa de transi¢cdo no espago da
idade L™(a) ¢ constante para qualquer valor de S, isso significa que, na auséncia de fonte de

carbono, as células continuam indefinidamente a executar o ciclo celular e, eventualmente,
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dividirdo (ao alcancar o proximo valor inteiro de a), dando origem a novas células, que

continuardo envelhecendo.

Uma forma de evitar esse comportamento fisicamente implausivel seria definir as
funcdes de probabilidade de morte e inativacdo de forma que a auséncia total de substrato
exaurisse imediatamente a populacdo de ceélulas ativas; entretanto, todas as evidéncias
experimentais mostram que, em condi¢cdes nutricionais muito pobres, as celulas de
Saccharomyces cerevisiae mantém sua viabilidade por longo periodo. Infere-se que as
células interrompem de imediato a execu¢do do ciclo celular e vao progressivamente
mudando o metabolismo, de forma a manter a viabilidade nessas condicdes, e sdo capazes
de retomar (a0 menos parcialmente) as rotas metabolicas abandonadas e a execucdo do
ciclo celular quando a oferta de fonte de carbono aumenta até um valor suficiente (Gray et
al., 1999). Eventualmente, células que estdo gemulando quando o meio torna-se pobre em
substrato de forma abrupta, tentam completar a mitose — algumas tém sucesso e outras néo.
Este comportamento é a base das definicdes de células ativas e inativas no inicio do

Capitulo 3.

Se, como descrito no pardgrafo acima, condi¢cBes de deplecdo de substrato levam
células ativas a interromper a execucgdo do ciclo celular, deve-se considerar que L(a) tende
a um valor infinito. Na verdade, é possivel que este seja um comportamento gradual, com
um aumento suave da duracdo do ciclo celular com a diminuicdo da concentragdo de
substrato. Porém, devido a momentanea ignorancia a respeito de tal dindmica de L(a), para
evitar que o modelo descreva uma populacdo onde células envelhecem e dividem mesmo
na total auséncia de substrato, a funcdo L(a) serd substituida no modelo por uma funcéo

L'(a,S), cujo inverso esta mostrado na Equagéo 5.2.

- 1 ) (5.2)
L 1(a,S):le(a)
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Usando um valor grande para o acelerador AZ, 0 termo sigmoidal da funcéo

L'(a, S) apresenta um comportamento de interruptor da fungéo L(a) em torno do valor ySL ,
L -1 L -1 1

fazendo com que, paraS < »;, L'*(a,S) - 0, e paraS > »,, L'*(a,S) - L(a). Os

. A L L ~ ~
valores escolhidos para os parametros 4, e r, estdo tabelados na secédo 5.3.

Segundo esta proposicdo, ambas as fungdes L'(a,S) e 1(a,S), atuando em
conjunto, devem contribuir para descrever a quiescéncia da populacdo de levedura
gemulante sob influéncia de deplecdo de substrato, de forma a concordar qualitativamente

com a literatura (Gray et al., 1999)
5.3 - PARAMETROS DO MODELO

Devido a grande quantidade de parametros das fungdes de divisdo, transi¢des e
consumo de substrato, torna-se inviavel realizar um ajuste para o conjunto completo de
parametros. Desta forma, optou-se por fixar os valores de menor impacto sobre as respostas
do modelo (os aceleradores A’s, os deslocadores s e 0s pardmetros de incidéncias
aleatorias «’s) e ajustar os pardmetros aos quais as respostas do modelo s&o mais sensiveis
(os iniciadores p’s e as taxas especificas de consumo de substrato saerosic € £ANAEROBIC)-
Os valores fixados para estes parametros foram escolhidos de forma a tentar reproduzir
qualitativamente as respostas esperadas, apos analise de simulag¢bes preliminares. Algumas

observacdes a respeito da escolha destes parametros:

(1 todos os A’s e ¥’s dos termos dependentes da idade foram escolhidos de
forma a evitar obter distribuicGes de celulas muito espalhadas, de forma
que a fracdo de células com a > 4 ndo seja significativa, respeitando a
idéia de que as células que executaram menos ciclos celulares tenham
maior probabilidade de divisdo e ativacdo e que as células que ja
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(i)

(iii)

(iv)

V)

(vi)

(vii)

(viii)

executaram alguns ciclos tenham maiores probabilidades de inativagdo e
morte;

0s parametros do termo dependente de substrato da fungdo de diviséo
foram escolhidos de forma a tornar praticamente nula a probabilidade de
divisdo para S = 0 e permitir que esta probabilidade alcance seu valor
méaximo em um valor pequeno de S;

0s parametros do termo dependente de O da funcdo de divisdo foram
escolhidos de forma que uma oferta moderada de oxigénio rapidamente

aumente a probabilidade de divisdo e uma oferta exagerada de oxigénio
diminua de forma mais suave essa probabilidade (75, > 75,
ﬂ“g,l > ﬂg,z );

0s parametros do interruptor que alterna a taxa especifica de consumo de
substrato entre os valores dos modos de operagdo anoxico e aerado foram
escolhidos de forma que o interruptor alterne totalmente (desvio de 0,1%)
entre ambos os modos entre os valores O = 0 e O = 1, apresentando o
valor médio para O = 0,5;

os parametros do termo dependente de O que diminui a taxa de consumo
de substrato (efeito de estresse oxidativo) foram escolhidos de forma a
que essa diminuicdo seja suave e ocorra apenas para ambientes
fortemente oxidantes;

0s parametros do termo dependente de S para a duragédo do ciclo celular
foram escolhidos de forma que L™(a) seja praticamente nulo para S = 0;

os parametros especificos das funcbes de ciclo celular sdo apresentados
nas Tabelas 3.1 e 3.2; e

para ambas as funcgdes de divisao e inativacdo, Pc =1 e DP =0,1.

Os parametros fixados tém seus valores listados na Tabela 5.1. As simulag6es foram

realizadas em espaco de idade compreendido entre ayny = 0 e ayax = 20, usando uma

quantidade de discretizagcdes N = 100.
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Tabela 5.1 — Parametros fixados para simulagdo do modelo

Parametro Valor Fixado

1 Ag. 1

2 7/31 1

3 28, 0,5

o4 752 12

5 28 100

6 7e 0,1

7 2 5

8 ye 2

9 a® 1e-9

10 A 1

s Z
S

13 y 01

14 A 0,05

15 a 1e-9

16 A 5

- 17 7. 05

18 A 5

19 7. 1

20 a” 1e-9

) A2 0,05

22 a’ le-7

23 YN 1

< 24 e 01

25 A 5
26 ya
27 K

28 o1 25

& 29 You 05

30 3. 0,25

31 Vo2 16

o ® A5 1000

33 7s 0,2
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Ressalta-se que (i) a resposta de biomassa X(t) do modelo € obtida pela
multiplicacdo da funcdo de massa M(a) e da soma das densidades de células, e a
porcentagem de células ndo-viaveis NV(t) € a soma das fracGes de células inativas e mortas,

como mostrado nas Equacdes 5.3 e 5.4.

a=ayax (5.3)
X(t) =N, Z M (a)[nA(a’t)+ n, (a’t)+ nD(a’t)]
a=ayax (5.4)

> n(at)+ny(at)
NV (t) = 100N,

ﬁZM:AXnA(a, t)+n(a,t)+n,(at)

a=avn

5.4 — AJUSTE DE PARAMETROS

A estimacdo dos parametros do modelo foi realizada por comparacdo entre as
respostas preditas e os dados experimentais, via minimizacdo de funcdo objetivo dada pela
soma ponderada dos quadrados de desvios entre valores medidos e calculados pelo modelo,
para todos 0s experimentos.

Cada experimento consiste de colecdo de dados de crescimento, consumo de
substrato etc., ao longo do tempo. Os dados amostrados ao longo de cada experimento
foram: (a) concentracdo de biomassa total X (g/L), (b) concentracéo de substrato S (g/L), (c)
porcentagem de células gemulando G, (d) porcentagem de células ndo-gemulando NG e (e)
porcentagem de células ndo-viaveis NV. Entretanto, nem todos os tipos de dados estdo
disponiveis para todos os experimentos do pacote BR-01-BR-06. Incertezas experimentais

forneceram ponderadores para os contribuintes da fungdo-objetivo. Basicamente,



Bases para Simulacdo e Ajuste de Parametros 76

consideraram-se desvios-padrdo de 10% sobre valor experimental para as leituras de
biomassa (g/L) e concentracdo de substrato (g/L), e desvios padrbes de 20% sobre valor
experimental para as demais classes de medidas. Os ponderadores da fungéo-objetivo foram
calculados pelos inversos dos quadrados dos desvios padrbes absolutos estimados para 0s
valores medidos. A funcao-objetivo considera o quadrado dos desvios entre respostas do
modelo e valores medidos para biomassa, substrato e porcentagem de células ndo-viaveis,

ignorando as porcentagens de celulas gemulantes e ndo-gemulantes.

A minimizacdo do objetivo de estimacdao foi realizada através do algoritmo Simplex
Nelder-Mead disponivel no MATLAB versdo 6.5 (The Mathworks, Inc.), atuando sobre
faixas de valores pre-definidas para os parametros. Todos 0s ajustes mostrados nos
Capitulos 6, 7 e 8 foram realizados a partir dos mesmos valores iniciais, usando sempre 0s
valores da Tabela 5.1 para os pardmetros fixados previamente. Nos ajustes para conjuntos
de experimentos incluindo apenas condigcOes aeradas, zanaerosic foi mantido constante,
com valor qualquer, por ser irrelevante. Da mesma forma, em ajustes de experimentos em
condicBes andxicas, taerosic foi mantido constante, com valor qualquer, por ser irrelevante.
Apenas nos ajustes incluindo experimentos em ambos os tipos de condi¢des de operagéo
(aerada e anoxica), ambas as taxas especificas de consumo de substrato fiagrosic €
Uanaerosic  foram ajustadas simultaneamente. Os valores iniciais e limites para ajuste de

parametros estdo mostrados na Tabela 5.2.

Tabela 5.2 — Limites e valores iniciais para ajustes de parametros

Parametro Limite Inferior Valor Inicial Limite Superior
p° 4 11,79 14
p° 0,001 0,0016 1
p' 0,001 0,99 1
o> 0,001 0,010 1
ph 0,001 0,98 1
H anagrOBIC 0 3,97 6
H aeroBIC 4 10,39 12
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6 — RESULTADOS: EXPLORACAO DO MODELO

A capacidade do modelo em descrever a dindmica populacional de culturas de
Saccharomyces cerevisiae foi explorada através comparacoes entre predi¢cdes do modelo e
dados experimentais. Para isso, foram realizados alguns ajustes de parametros, cada um
utilizando dados de um unico experimento do pacote descrito no Capitulo 4 (conjuntos BR-
01 a BR-06, PT-N1 e PT-N6, PT-Al e PT-A6, PT-O3 e PT-O5). Entre os experimentos
BR, foram escolhidos 3 para esses ajustes: BR-01 (que, como a maioria dos experimentos
BR, possui dados de biomassa mas apenas a medi¢do da concentracéo inicial de substrato),
BR-02 (que possui acompanhamento temporal da concentracdo de substrato) e BR-04 (que
foi realizado em condicOes de deplecdo de substrato, permitindo um acompanhamento
prolongado da perda de viabilidade das células em tal condicéo). Entre os experimentos PT,
foram escolhidos 4 conjuntos, de forma a tentar inferir a capacidade do modelo de
descrever o efeito de condigdes anoxicas e o efeito de condigdes de superoxigenacdo: PT-
N1 (ambiente a 1bar de N;), PT-Al (ambiente a 1bar de ar), PT-A6 (ambiente a 6bar de ar)
e PT-O3 (ambiente a 3bar de Oy).

Os parametros ajustados usando cada experimento separadamente, para 0 modelo
utilizando fungGes de ciclo celular segundo as implementacdes A e B estdo mostrados nas
Tabelas 6.1 e 6.2. Para facilitar a distin¢&o dos resultados obtidos pelo modelo usando cada
implementacdo das fun¢Bes de massa e duracdo, doravante 0 modelo em conjunto com a
implementacdo A sera chamado ASPBMa, e 0 modelo em conjunto com a implementagéo
B sera chamado ASPBMs.

A (ltima linha de cada tabela traz o critério usado para computar a fracdo de células
gemulando. No caso ASPBMa,, o critério usado adotado é o de que estdo gemulando as

celulas que possuem massa tal que
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(6.1)

onde o parametro m, /M, é avaliado para cada conjunto de dados (o valor-base ¢é 1,25). No

caso ASPBMB, a massa para inicio de gemulagdo é calculada intrinsecamente pelo modelo

de massa celular adotado (Eq. 3.77), usando os parametros da Tabela 3.2, exceto por

m? /M, , que ¢ avaliado para cada conjunto de dados.

Tabela 6.1 — Valores ajustados usando dados de um Gnico experimento: ASPBM4

Parmetro BR-01 BR-02 BR-04 PT-N1 PT-Al PT-A6 PT-O3
B

P 11,5468 10,2349 11,9895 11,9424 10,2426 5,3795 10,7038
,ODA 0,002383 | 0,001997 | 0,005406 | 0,002096 | 0,002134 | 0,001018 | 0,003498
,0I 0,9920 0,9950 0,1005 0,09120 0,3218 0,08649 0,9975
pD' 0,01325 0,03116 0,3496 0,001007 | 0,02583 | 0,001089 | 0,008318
pA 0,9859 0,9772 0,9979 0,004576 0,8170 0,03291 0,9337
H pnperoBIC - - - 3,5879 - - -
H AEROBIC 5,0244 7,5102 4,0032 - 4,0309 4,0094 4,0023
mg /M, 1,25 1,25 1,25 1,40 1,30 1,40 1,40

Tabela 6.2 — Valores ajustados usando dados de um Unico experimento: ASPBMg

Parametro BR-01 BR-02 BR-04 PT-N1 PT-Al PT-A6 PT-O3
B

)% 11,2902 11,3525 11,9689 13,9797 11,7748 11,7567 10,4792
,ODA 0,002175 | 0,001660 | 0,002425 | 0,002555 | 0,002065 | 0,003121 | 0,003610
,0I 0,9920 0,004486 0,1717 0,06987 0,3118 0,02585 0,9915
,OD' 0,02211 | 0,004969 | 0,001022 | 0,001016 | 0,02203 0,03628 | 0,008661
,OA 0,9809 0,9895 1,4785 0,001254 0,8777 0,006752 0,9862
H pnperoBIC - - - 4,8087 - - -
Unerosic | 54322 | 92586 | 4,000 ; 40022 | 10,8797 | 4,2499

md /M, 1,25 1,20 1,25 1,20 1,20 1,20 1,20
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As Figuras 6.1 — 6.7 mostram os ajustes dos experimentos escolhidos (BR-01, BR-
02, BR-04, PT-N1, PT-Al, PT-A6 e PT-O3) usando ASPBM,; as Figuras 6.8 — 6.14
apresentam os ajustes correspondentes usando ASPBMg. Em todas as sub-figuras, as linhas
(cheias e hachuradas) representam respostas do modelo, e marcadores indicam valores
medidos. Na 3% sub-figura, NG indica a fracdo de células Ndo-Gemulando e G indica a
fracdo de células Gemulando. Na 4% sub-figura, NV é o total de células N&o-Viaveis (soma

de inativas e mortas, conforme Eq. 5.4)

Os resultados mostram que ASPBMa e ASPBMg apresentam respostas similares em
biomassa, substrato e fracdo de células ndo-viaveis, mas diferentes em relacéo as fracoes de
células gemulando e ndo-gemulando (comparando, por exemplo, as Figuras 6.7 e 6.14). De
toda forma, as respostas G, NG e NV apresentam disparidades em relacdo aos valores
medidos muito superiores a quaisquer disparidades apresentadas pelas respostas X (Eg. 5.3)
e S. Além da possibilidade 6bvia de escolha inadequada de alguns dos valores dos
parametros fixados na Tabela 5.1, ou de que alguma das varias funcdes de probabilidade
seja melhor descrita de outra maneira, tais disparidades e os comportamentos preditos pelo

modelo podem ser devidos a diversos fatores:

(1) a medicdo experimental das fragGes de células gemulantes, ndo-gemulantes e
ndo-viaveis por coloragdo e contagem ao microscopio é mais dificil que as
medicdes de concentracBes de biomassa e substrato, embutindo maior erro.
Assim, estas grandezas podem estar com maior variancia, ou com desvios
sistematicos. Seria necessario um conjunto maior de dados para avaliar de
forma adequada a qualidade dessas medi¢des como informacgédo para ajuste

do modelo;

(i) h& uma disparidade entre os valores ajustados de sagrosic para 0s conjuntos
BR-01 e BR-02 nas Tabelas 6.1 e 6.2, especialmente quando confrontados
com os valores ajustados de p° para ambos os conjuntos. Estes dois

parametros (taxa especifica de consumo de substrato em condi¢do aerada e



Resultados: Exploracdo do Modelo 80

(iii)

(iv)

iniciador de divisdo, respectivamente) s80 0s mais importantes para as
respostas do modelo. Para os valores similares de p® mencionados, a
diferenga observada em paerosic indica um consumo especifico de substrato
significativamente diferente entre os dois experimentos (0 que pode ser
verificado visualmente comparando as Figuras 6.1 e 6.2, sub-figuras 1 e 2),
apesar de realizados em condic¢es proximas (mesma cepa, concentracdes
iniciais de substrato abundantes, apesar de diferentes, mesmos parametros de
aeracdo, etc). Isto pode ser devido a alguma discrepancia operacional nao
percebida durante a execucdo de algum dos experimentos, que pode ter
influenciado até mesmo o metabolismo, como, por exemplo, diferencas de
aeracdo. Infelizmente, ndo estdo disponiveis medic¢des de etanol produzido,

para verificacao;

no caso das medicBes de células ndo-vidveis, percebe-se que, em
praticamente todos o0s experimentos onde tal grandeza foi medida, ha valores
que ndo parecem légicos. Dada uma porcentagem de ndo-viaveis no inicio
da batelada NV, na fase de crescimento em ambiente abundante em fonte de
carbono, as préximas medicGes de NV deveriam cair (a populacdo estd
aumentando rapidamente, pois as condi¢cbes ambientais assim o permitem,
ao mesmo tempo em que ndo oferecem estimulo aos processos de perda de
viabilidade), e sO voltar a subir apés o ambiente ser esgotado de fonte de
carbono. Embora este comportamento seja verificado nas respostas do
modelo, as medigdes experimentais apresentam VAarios pontos que n&o

seguem esta logica (por exemplo, veja as Figuras 6.4 a 6.7);

os resultados mostram a dificuldade em capturar corretamente a influéncia
da oferta de oxigénio sobre a dinamica populacional, como pode ser
verificado em particular no conjunto PT-O3 (Figuras 6.7 e 6.14), quando o
ambiente fortemente oxidante aparenta ser prejudicial as células, pois o

crescimento aparentemente desacelera apesar de 0 meio ainda possuir uma



Resultados: Exploracdo do Modelo 81

(v)

concentracdo de substrato mais que suficiente para a proliferacdo.
Entretanto, as poucas quantidade e variedade dos experimentos conduzidos
em condicOes de excesso de oferta de oxigénio ndo sdo suficientes para
permitir  conclusbes definitivas sobre a qualidade dos ajustes.
Adicionalmente, o efeito hiperbarico ndo-associado a oferta de oxigénio esta

presente nos dados experimentais, mas ausente da formulacédo do modelo; e

0 modelo computa as fracfes G e NG através da massa celular (Egs. 3.77 e
6.1); entretanto, as fungbes de ciclo celular ndo apresentam dindmica
associada ao ambiente (sdo independentes de S e O), conforme discutido
previamente (secOes 3.6 e 5.2). A auséncia de dindmica relacionada as
condi¢bes ambientais nos modelos de L(a) e M(a) obviamente é refletida
sobre as predicbes de G e NG, impedindo que o modelo reproduza
comportamentos como, por exemplo, o “cruzamento” dos valores medidos
G™" e NG¥" (Figuras 6.3 — 6.7), exceto nos casos em que tal
comportamento possa ser causado nas repostas do modelo em decorréncia da
aceleracdo da taxa de perda de viabilidade. Ndo é surpreendente que a
melhor comparacdo para os valores G e NG entre o simulado e 0o medido
ocorra no conjunto BR-04, conduzido em deplecéo prolongada de substrato,
em condicOes aeradas sem estresse hiperbarico. Cabe aqui repetir que a
funcdo-objetivo usada em todos os ajustes computa o quadrado dos desvios
entre respostas do modelo e valores medidos para biomassa, substrato e
porcentagem de ndo-viaveis, ignorando as porcentagens de gemulantes e

ndo-gemulantes.
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Para ilustrar as distribuicBes de células produzidas pelo modelo, com os parametros
fixados (Tabela 5.1), sdo apresentados nas Figuras 6.15 a 6.20 os resultados de simulagdo
do ASPBMg de uma batelada aerada (O = 1) com uma duracdo de 14 horas, usando 0s
parametros ajustados para BR-04 (Tabela 6.2), sob as condicdes iniciais Sp = 20 g/L e N =
1 x 10 cél/L. Devido & virtual auséncia de células com idade superior a 10 ciclos, 0s

resultados sdo mostrados para um espaco de idades 0 < a < 10.

A Figura 6.15 mostra que, sob os parametros ajustados para BR-04, a deplecédo de
substrato gera uma populacdo de inativas muito superior a populacdo de mortas, o que é um
comportamento desejavel do modelo. Na Figura 6.16, pode-se verificar a sincronia entre a
deplecdo de substrato e a estabilizagdo da biomassa (esta ocorre antes que S seja totalmente
consumido, pois as células ativas continuardo consumindo o restante do substrato, apesar de

impedirem a progressao do ciclo celular).

= Total

== Ativas
== Mortas
35 | Inativas

Concentracdo de Células (g/L)

0 . ; . L ' T 1

6 8
Tempo (h)

Figura 6.15 — Simulacdo de batelada ASPBMj; + parametros BR-04: Concentracdo das classes de células
(So=20g/LeNy=1x10"cél/L,0=1)
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Figura 6.20 — Simulacéo de batelada ASPBMg + parametros BR-04: Distribuicéo idades
(So=20g/LeNy=1x10"cél/L,0=1)

As distribuicdes de células inativas e mortas (Figuras 6.18 e 6.19) se concentram em
celulas recém-nascidas, apos a deplecdo do substrato, pois a populacdo de células ativas é
rica em recém-nascidas e as células ndo estdo mais progredindo no ciclo celular (para

valores de substrato S < y¢). Este enriquecimento das populac@es inativa e morta em

recém-nascidas pode ser verificado também na Figura 6.20.

O efeito da oferta de oxigénio sobre a dindmica populacional de Saccharomyces
cerevisiae pode ser ilustrado através de simulacfes de culturas em batelada, mostradas na
Figura 6.21. Até um certo valor de O, o efeito de uma oferta aumentada de oxigénio as
celulas é positivo, aumentando as taxas de crescimento da biomassa e de consumo de
substrato, como mostram as curvas para valores 0 < O < 5. Para valores de O > 10, a taxa

de crescimento é progressivamente reduzida, até tornar-se praticamente nula para O = 30.
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O modelo prevé fracBes de células gemulantes menores para a faixa de valores de O
que aumenta a taxa de crescimento da biomassa, como é mostrado na Figura 6.22. Em um
ambiente em que a taxa de divisdo é acelerada, a populacdo fica mais concentrada em
recem-nascidas e as células que acabam de se dividir tornam-se ndo-gemulantes. O efeito

inverso pode ser observado para os valores de O que diminuem muito a taxa de diviséo.

A Figura 6.22 também apresenta o efeito da oferta de oxigénio sobre as taxas de
inativacdo e morte. Ambas sdo reduzidas nas culturas em que a taxa de divisdo é acelerada,
até a exaustdo do substrato. Um ambiente com alta oferta de oxigénio O = 10 apresenta taxa
de crescimento diminuida, porém a taxa de morte ainda ndo € aumantada
significativamente. Entretanto, um ambientes extremamente oxidativo caracterizado por um
valor O = 30 provoca aceleracdo da taxa de morte celular, resultando em uma alta fragéo de

mortas.
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7 — RESULTADOS: TESTES DO MODELO

Em uma segunda etapa, foi avaliada a capacidade de extrapolagdo do modelo,
atraves da obtencdo de parametros em ajustes utilizando conjuntos de experimentos, e

testando a qualidade das predi¢des do modelo contra outros experimentos.

Para os ajustes, foram separados 0s experimentos usados para ajustes individuais no
Capitulo 6 em dois conjuntos, de forma a agrupar 0s experimentos conduzidos em bases
comparaveis (especialmente, garantindo que todos foram conduzidos com células de
mesma cepa e condicGes de pré-cultivo). Os conjuntos sao:

(1 CONJUNTO 1: experimentos BR-01, BR-02 e BR-04; e

(i)  CONJUNTO 2: experimentos PT-N1, PT-Al, PT-A6 e PT-03.

7.1 — AJUSTE DE PARAMETROS COM CONJUNTOS DE EXPERIMENTOS

Os ajustes foram realizados na forma ja descrita na se¢do 5.4 e utilizada nos
resultados mostrados no Capitulo 6. Os parametros ajustados estdo mostrados nas Tabelas
7.1e7.2.

Tabela 7.1 — Valores ajustados usando dados grupos de experimentos: ASPBMj

Parametro CONJUNTO 1 CONJUNTO 2
BR-01 + BR-02 + BR-04 PT-N1 + PT-Al + PT-A6 + PT-O3
p° 10,7972 9,0573
o 0,003631 0,004426
p' 0,1663 0,08955
o 0,002828 0,006586
ot 0,8192 0,003963
H anaerOBIC 3,5815") 3,5815
H ncroBic 6,5867 44572
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Tabela 7.2 — Valores ajustados usando dados grupos de experimentos: ASPBMg

Parametro CONJUNTO 1 CONJUNTO 2
BR-01 + BR-02 + BR-04 PT-N1+ PT-Al + PT-A6 + PT-O3
p° 11,7448 10,7684
P 0,001068 0,001628
o' 0,1823 0,09695
p> 0,001182 0,06605
ot 0,9805 0,001886
H anagrOBIC 4,32550) 4,3255
H aAEroBIC 7,8015 7,2766

®) Valor ndo-ajustado; para a simulagdo de outros conjuntos de dados, incluindo condigdes
andxicas (PT-N1 e PT-N6), valor de uanaerosic foi igualado ao valor ajustado usando o
grupo de dados PT-N1 + PTA1 + PTA6 + PT-03

Como os parametros obtidos atraves dos ajustes realizados com 0 CONJUNTO 1
(todos os experimentos em condicOes aeradas) foram utilizados para simular posteriormente

todos os demais experimentos, o valor de i yaeropic  Utilizado com esses parametros foi

copiado do valor obtido com 0 CONJUNTO 2 (que inclui um experimento em condicfes

anoxicas, PT-N1).

Os resultados gréaficos dos ajustes podem ser visualizados nas Figuras 7.1 a 7.14.
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Em relacdo aos ajustes realizados com o CONJUNTO 1, é importante ressaltar o
efeito de “calibracdo” da taxa de perda de viabilidade exercido pelo experimento BR-04,
que acompanha a dinamica populacional em ambiente ausente de substrato por um periodo
de tempo relativamente prolongado. A comparacdo visual das respostas NV para 0s
experimentos BR-01 e BR-02 mostradas nas Figuras 7.1, 7.2, 7.8 e 7.9 com as respostas
obtidas anteriormente, mostradas nas Figuras 6.1, 6.2, 6.8 e 6.9 & bastante eloguente.
Percebe-se que, na auséncia de dados que descrevam o aumento suave da perda de
viabilidade de células com a deplecdo celular, os ajustes individuais para os experimentos
BR-01 e BR-02 foram atraidos para um ponto em que uma maior taxa especifica de
consumo de substrato foi compensada por uma menor fracdo de células ativas na

populacéo, pois 0 modelo considera que as inativas ndo consomem substrato.

A diminuicdo das taxas de morte e inativacdo ocasiona o surgimento de um
comportamento nas respostas de G e NG dos experimentos BR-01 e BR-02 (Figuras 7.1,
7.2,7.8 e 7.9, 3% sub-figura) que nao € visivel nas respostas do Capitulo 6 (Figuras 6.1, 6.2,
6.8 e 6.9, 3% sub-figura). Apds o consumo de praticamente todo o substrato, ha uma
pequena elevagdo na fracdo de células ndo-gemulantes NG, que rapidamente desaparece,
com as diminuic@es tanto de NG quanto de G ocasionadas pela progressiva transi¢cdo das
células ativas em inativas e mortas. Esse comportamento é acompanhado por um
comportamento contrario na fracdo de células gemulantes G (uma queda acelerada, curta,
que rapidamente € suavizada). Essa subita elevacdo em NG apds a deplecéo de S deve-se ao

seguinte mecanismo:
Q) em valores muito baixos de S, a probabilidade de diviséo tende a zero;
(i) nestes valores muito baixos de S, o termo sigmoidal modificador da funcéo

de duracdo do ciclo celular (Eg. 5.2) praticamente anula a taxa de

envelhecimento, impedindo que as células transitem no espago de idades;
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(iii)  entretanto, como o deslocador do termo que “desliga” a taxa de

envelhecimento (A; =1000) é maior que o deslocador do termo que
“desliga” (A =100) a divisdo (ys =0,2> S =0,1), quando S ultrapassa
em trajetdria descendente o valor de . =0,2 g/L, a taxa de transi¢do no

espaco de idades L' (a,$S) diminui muito (as células “envelhecem” a uma

taxa temporal menor);

(iv) paraS < 7,=02 g/L, o “envelhecimento” é quase nulo (L' (a,S) — 0),

mas as celulas que se encontram muito proximas a ocorréncia da mitose
(a/trunc(a) = 1) continuam dividindo, e cada célula que tem sucesso na
mitose significa o desaparecimento de uma célula gemulante e o
aparecimento de duas células ndo-gemulantes, o que ocasiona 0 aumento

agudo em NG e a consequente diminuicao de G;

B
(V) ultrapassado um valor S < 7 =0,1 g/L, também a probabilidade de divisao €

“desligada”, e entdo ndo ocorre divisdo nem progressdo no ciclo celular;

(vi) a partir deste ponto, as células ativas vao progressivamente tornando-se
inativas ou morrendo, 0 que causa uma diminuicdo tanto de G quanto de
NG, porém em ritmo mais lento que o desaparecimento de células

gemulantes observado no intervalo em que 0,1 g/L <S<0,2 g/L

O mecanismo descrito acima pode ser associado a tentativa que as células
gemulantes de Saccharomyces cerevisiae podem fazer para tentar concluir uma divisdo

quando o ambiente torna-se pobre em fonte de carbono, e pode ter sua resposta calibrada

através da escolha de alguns parametros, especialmente y< > 2.
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As Figuras 7.8 e 7.9 mostram claramente que o0 agrupamento de experimentos para
ajuste resulta em uma solucdo de compromisso, uma vez que ha uma diferenca no
rendimento de substrato em biomassa entre os experimentos BR-01 e BR-02, conforme
discutido no Capitulo 6. Ainda, 0 ajuste da resposta de biomassa para 0 BR-04 perde
qualidade, porém cabe ressaltar que, no caso do experimento BR-04, o crescimento da
biomassa é muito pequeno em relacdo aos valores absolutos (em torno de 20% do valor
médio final), aumentando a relag&o entre a variacdo observada e a incerteza das medidas.
Neste caso, a diferenca entre as predi¢cbes do modelo e os valores de biomassa medidos do

BR-04 é irrelevante.

Em relacdo aos ajustes realizados com o CONJUNTO 2, o modelo apresenta
respostas em razoavel concordancia com as medidas para biomassa (grandeza para a qual o
ajuste mais dificil aparenta ser o de PT-N1) e substrato (com uma certa dificuldade em
capturar alguns pontos das trajetorias, mas capturando os pontos finais, com a exce¢do do
caso PT-03). As respostas para G, NG ndo séo boas, possivelmente pelos mesmos motivos

listados no Capitulo 6.

7.2 — TESTES DE EXTRAPOLACAO

Para ilustrar as capacidades de extrapolacdo do modelo, serdo mostradas nas Figuras
7.15 a 7.22 os testes do modelo ASPBMg com o0s pardmetros ajustados usando o
CONJUNTO 2, em simulagdes nas condi¢des dos demais experimentos (BR-01 a BR-06,
PT-N6 e PT-O5). Para néo ser repetitivo, os demais testes realizados ndo serdo mostrados
aqui (ASPBMg com parametros ajustados com o CONJUNTO 1 nas condigfes dos
experimentos BR-03, BR-05, BR-06 e todos os PT-XY, e ambos os tipos de teste usando o
ASPBMp,). Os testes escolhidos para apresentacdo neste Capitulo sdo os de melhor ajuste,
de uma forma geral, e séo representativos das qualidades e das dificuldades encontradas ao

usar o modelo apresentado para simular os experimentos em questao.



Resultados: Testes do Modelo 121

<
&l [ole]

Biomassa (g/L)

A
18 _
16 a
S _
=
21 _
o
m 0 B
8 s i
=1
[ _
4 —
2 —
i .
i 1 2 3 5 7 [ g 10
Tempo (h)
65 . ; , | —-—
0 . iy e N e N W N e e e N P N —— T —
”f "'-'-..--.---
55 A F-Y "
o GE*f
_ —_EM |
£ A NGPP
A e L _
o _
e ——
=]
1 | | | | |

Nao-viaveis (I+M) (%)

5
Tempo (h)

Figura 7.15 — Teste do ASPBMg com parametros do CONJUNTO 2, experimento BR-01



Resultados: Testes do Modelo

122

Biomassa (g/L)

Substrato (g/L)

(%)

Nao-viaveis (I+M) (%)
B

o I ! ! I | ! ! Q
0 1 2 3 I 5 7 ] E 10
Tempo (h)
65 T T T T T
T ittt it ---..—--...._,____‘_‘
»

sl 4 -

’f
ol o g&" i

— GS\M
45l A NGB 4
_——— NeSM
a0 NG -
)

35\/f =
- I | | I | | | | |

0 1 2 3 ) 5 3 7 8 3 0
d T T T T

al 4
7L 4
sl 4
4 _
s 4
2 I | | I | | | | |

0 1 2 3 i 5 7 8 3 0

Tempo (h)

Figura 7.16 — Teste do ASPBMg com parametros do CONJUNTO 2, experimento BR-02



Resultados: Testes do Modelo 123

Biomassa (g/L)

T
16 _
14 a
—_
= 12 ,
2
o 10 -
=}
[
5 8 I
5
z a
. _
, _
" ) | | | Q0 (0] Q
i 1 2 3 4 5 7 [ 9
Tempo (h)
65 T T T
60— “_.....______________,_____..________a""------..-..-__ ]
’ halal T
55;/ S
0 GEF
@5“‘ — M 7
B
Tl A nNGEP m
o - Nt
Sﬁk/— T~ =
o | | | | | | | |
i | 2 3 4 5 5 7 [ E]

Nao-viaveis (I+M) (%)

4 5
Tempo (h)

Figura 7.17 — Teste do ASPBMg com parametros do CONJUNTO 2, experimento BR-03



Resultados: Testes do Modelo 124

2% T T T T T T o
241 o _
230 o @] O o .
)
=
Dy a
b
AR _
£
5 r a
]
19+ _
184 _
17 I l l | | l ! | l
i 1 2 3 4 5 [3 7 [ El 10
08 T T T T
—
= —
o
Lo
o
& _
5
[%4
a
3 —
7]
il 1 L0 L 1 L
5 7 [ g 10
Tempo (h)
A T T
e — A a r-y
e _
~——
s cEP ---_...-....__,____.-
< — GSIM
NGEP
- NGSM b
- _
(=] =]
| | | | 1 O
5 [3 7 [ E] 10

Nao-viaveis (I+M) (%)

5
Tempo (h)

Figura 7.18 — Teste do ASPBMg com parametros do CONJUNTO 2, experimento BR-04



Resultados: Testes do Modelo 125

Biomassa (g/L)

20 T T T T
18- _
16— a
= _
=
2L _
o
® 0 ,
[
B
2 s _
=1
@ 6 _
4 _
2+ a
a 1 | | 1 | | | . .
i 1 2 3 5 7 [ g 10
Tempo (h)
65 T T T T
60— T R -----.."'"-..-..-.-.- B
’ ~———
-
55—,’ =
/ o cEF
@sn— T a
B
£ A NGEP B
—— NGS\M
40 _
e,
S =
o 1 | | 1 | | | | |
i 1 2 3 4 5 [3 7 [ E] 10
d T T T T
—_E
£
=
s+ _
X
=
[}
25 _
-
s
> 5 4
&
oy
z
s a
3 1 | | 1 | | | |
i 1 2 3 5 7 [ El 10
Tempo (h)

Figura 7.19 — Teste do ASPBMg com parametros do CONJUNTO 2, experimento BR-05



Resultados: Testes do Modelo 126

25 . .

o
[, 0000 000 lolste]

P &)

Biomassa (g/L)

Fl 10
20 7 T T T T
18- _
16— a
= _
=
2L _
o
® 0 ,
[
B
2 s _
=1
@ 6 _
4 _
2+ a
a 1 | | | | | | . . .
i 1 2 3 4 5 7 [ El 10
Tempo (h)
65 T T T T T
80 o -----.o"-r------. ]
-
s’ T —
= -
/ o cEF
@sn— e a
£ A NGEP B
[y—. NGS\M
40 _
i S
S =
o 1 | | | | | | | | |
i 1 2 3 4 5 5 7 [ F] 10
o T T T T T
—_
£
=
=
E3
=
@
@
-
&
=3
;
&
A
z
3 1 | | | | | | | |
i 1 2 E 4 5 5 7 [ Fl 10
Tempo (h)

Figura 7.20 — Teste do ASPBMg com parametros do CONJUNTO 2, experimento BR-06



Resultados: Testes do Modelo 127

Biomassa (g/L)
s =2 8 =2 25 B9
= o @m w @ @

o
w

=1
(5]
o

=

Substrato (g/L)
MW

o

0 1 2 3 4 B 7 8
Tempo (h)
LY. 3 T T T
70+ _
ar [+ GEXP -----6----------------A-----_------:‘ I
50 —_ M 4
g Iy A NGEF
40 - - NGEM A - R
il o _
0= u
m? 1 | | 1 | | 1
0 1 2 3 4 5 B 7 8

Nao-viaveis (I+M) (%)

hy | (5? |

T
Tempo (h)

=)
)
Wl
-

Figura 7.21 — Teste do ASPBMg com parametros do CONJUNTO 2, experimento PT-N6



Resultados: Testes do Modelo 128

Biomassa (g/L)

Substrato (g/L)

4 1 | | 1 | | 1 o

T T T
o}
0 u
£ o
=
= s u
X
=
]
‘s 5 O -
>
]
T o4k B
o
o0
=
2+ _
1 I | 1 I | 1
oy 1 2 3 5 B 7 [

4
Tempo (h)

Figura 7.22 — Teste do ASPBMg com parametros do CONJUNTO 2, experimento PT-O5



Resultados: Testes do Modelo 129

Os resultados mostram boa extrapolacdo usando os parametros do CONJUNTO 2
para 0s demais experimentos, apesar das cepas distintas do microrganismo usado nos
experimentos BR-01 a BR-06 e nos experimentos PT-XY, e do efeito de estresse

hiperbarico presente em alguns experimentos inclusos no CONJUNTO 2. Repara-se que
essa boa extrapolagdo €, em grande parte, devido aos valores de p0° € g, cropico

compativeis com os demais experimentos. Os parametros do CONJUNTO 2 também
resultam em uma taxa moderada de perda de viabilidade, prevendo valores um pouco

superiores aos esperados para o BR-04 (ver Figura 7.18, 4° sub-figura).

Analisando os demais experimentos do conjunto PT-XY, sobressai a qualidade das
predicBes de biomassa e substrato para o PT-N6 (Figura 7.21), enquanto as predicdes para o
PT-O5 (Figura 7.22) ndo sdo boas, indicando a dificuldade do modelo em capturar o efeito
deletério do ambiente superoxigenado sobre a dindmica populacional (especialmente sobre

a resposta de substrato).
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8 — RESULTADOS: COMPORTAMENTOS PERIODICOS

Uma das caracteristicas de culturas continuas aeradas de Saccharomyces cerevisiae
¢ a ocorréncia de oscilagdes de diversos tipos: em variaveis internas, substrato e produtos
excretados, biomassa, periodos curtos e longos, etc (Duboc e von Stockar, 2000; Henson et
al., 2002; Hjortso e Nielsen, 1994, 1995; Kompala, 1999; Kompala e Jones, 1999;
Kuryiama et al., 1992, 1996). De uma forma geral, os trabalhos da literatura dividem os
tipos de oscilagdes apresentadas em duas classes: (i) as oscilagdes ligadas ao ciclo celular, e
(ii) as oscilagOes ligadas ao metabolismo (em particular, a glicdlise). Como o modelo aqui
proposto ndo leva em consideracdo as rotas metabolicas de Saccharomyces cerevisiae,
deseja-se verificar a sua capacidade em prever comportamentos periodicos de culturas
continuas aeradas, dentro das faixas de condi¢Ges operacionais nas quais tais oscilagdes sao
reportadas na literatura. Em particular, serdo avaliadas culturas aeradas, com taxas de
diluicdo D = F/V na faixa de 0,01a 0,2 h™%.

Dentro desta faixa, ambas as implementacGes do modelo (ASPBMa e ASPBMg)
mostram comportamentos periodicos similares, como esta mostrado nas Figuras 8.1 e 8.2.
Cada uma destas figuras mostra uma simulagdo usando parédmetros ajustados para cada
modelo com 0 CONJUNTO 1, sob as mesmas condices operacionais: D = 0,05 h™, S =
10 g/L, So = 1 g/L, O = 1. Nestas condi¢cdes, o0 modelo prevé oscilacbes de biomassa e
substrato, com periodos em torno de 20 horas (o periodo médio apresentado por ASPBMa é

aproximadamente 1% inferior ao apresentado por ASPBMg).

Devido a semelhanca das respostas periddicas demonstradas por ambas as
implementacgdes, serdo apresentados na continuagdo deste capitulo apenas os resultados
obtidos com ASPBMg, sempre em simulagdes usando os parametros ajustados com o
CONJUNTO 1 (Tabela 7.2). Exceto quando indicado, as condigdes-padrao usadas nas
simulages que serdo apresentadas ao longo deste Capitulo séo O = 1, Np = 3,55x10'°, SN =
10g/LeSp=1g/L.
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Uma das caracteristicas das oscilagcfes em culturas continuas de levedura gemulante
é a modulacéo de amplitude e frequéncia através da taxa de diluicdo. Mantendo constante a
concentracdo de substrato na corrente de alimentagdo, uma taxa de alimentacdo maior
diminui ambos (Kompala e Jones, 1999). Para verificar a reproducdo deste comportamento
em culturas aeradas, observa-se a resposta de simulacdo submetida a uma seqléncia de
perturbacOes na taxa de diluicdo D. Na Figura 8.3 sdo apresentados as respostas periodicas
de biomassa e substrato em resposta a uma sequiéncia de perturbacGes degrau na vazao F. A
taxa de diluicéo inicial é D = 0,1 h™, que é diminuida para D = 0,05 h* em t = 150 h, e
depois diminuida novamente para D = 0,01 h™ em t = 500 h; em t = 1500 h aumenta para D

=0,05 h'l, e esse valor é novamente aumentado em t = 1850 h até o valor inicial D =0,1 h’
1
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Figura 8.3 —~ASPBMpg com pardmetros do CONJUNTO 1, oscilagGes em X e S moduladas por D
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Embora sejam perceptiveis na Figura 8.3 as alteragdes no periodo e na amplitude
das oscilagbes de biomassa, 0 substrato tem seu periodo modulado sensivelmente, mas

apresenta uma amplitude que praticamente ndo € alterada, e permanece oscilando em torno
do valor de 0,2 g/L, idéntico ao valor de y{, 0 que se deve ao mecanismo pelo qual o

modelo gera tais oscilacOes, através de interrupgdo da divisdo e inativacdo e morte de

células.

A Figura 8.4 mostra a dindmica das populacbes de Saccharomyces cerevisiae
modulada pela taxa de diluicdo D (mesma simulacdo da Figura 8.3). A cada diminuicdo da
vazdo, ha uma subita queda do substrato, acompanhado por um acréscimo acelerado de
células mortas, e o comportamento reverso € observado em t = 1500 h e t = 1850 h, quando

a taxa de diluicdo é aumentada (acréscimos subitos na concentracdo de substrato).
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As oscilagdes de culturas de levedura gemulante devidas ao ciclo celular costumam
ser observadas para valores de D abaixo de um dado valor de Dcritico, que para as

condicBes-base apresentadas neste Capitulo, tem um valor em torno de Dcgitico = 0,31 h™.

Também hé evidéncias na literatura de que, diminuindo ainda mais o valor de D, as
oscilacdes desaparecem, e as causas para 0 desaparecimento do comportamento periodico
estdo associadas a uma mudancga metabolica (Kompala e Jones, 1999). Entretanto, como o
modelo formulado neste trabalho ndo incorpora qualquer informacéo a respeito da glicélise,
torna-se incapaz de prever a cessacdo das oscilacbes em ambientes aerados com baixa
concentracao de substrato, como mostra a Figura 8.5, onde a reduc¢do da taxa de diluicdo até
um valor muito baixo D = 0,005 h™ aumenta muito o periodo das oscilacdes, diminuindo

sua amplitude, mas nédo prevé estado estacionario.
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Apesar de o modelo descrever qualitativamente comportamentos periodicos
encontrados na literatura, as distribui¢des de células nas condicdes de oscilacBes de longo
periodo apresentam um problema: como, para valores de substrato abaixo de y& = 0,2 g/L
as células ndo “envelhecem”, todas as celulas que nascem permanecem indefinidamente
com idade em torno de 0. Desta forma, a populacdo ativa fica extremamente concentrada
em células recém-nascidas (aproximadamente 98%, para D = 0,01 h™), e as populagdes
inativa e morta, que sO podem surgir a partir das células ativas constituem-se
exclusivamente de recém-nascidas. Este problema deve ser eliminado através de (i) uma
escolha adequada de alguns dos parametros fixados na Tabela 5.1 (especialmente os
deslocadores dos termos dependentes de substrato) e (ii) conhecimento sobre a dindmica

das fungdes de ciclo celular face a alteracfes na concentragdo de substrato.

A influéncia dos pardmetros As e y. sobre as respostas periddicas do modelo
podem ser visualizadas através das Figuras 8.6 e 8.7, respectivamente. A velocidade com
que a duragdo do ciclo celular é “desligada” através de A5 modula o periodo e a taxa de
amortecimento das respostas. Valores baixos de A; levam ao desaparecimento das
oscilacBes de biomassa e substrato apds um pequeno nimero de periodos. O aumento do
valor de As resulta em periodos mais curtos e amortecimento praticamente nulo. Ja o
parametro y¢ ndo aparenta influir de forma significativa sobre o amortecimento das
oscilagdes. Abaixo de um valor critico de y¢ sdo observadas oscilagdes, com periodos

inversamente relacionados a y¢. A amplitude das oscilages aumenta com . Esses

resultados reforcam a importancia da escolha dos valores destes parametros, e a
necessidade de conhecimento mais detalhado sobre a dependéncia das funcGes de ciclo

celular em relacdo a concentragdo de substrato.
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9 — CONCLUSOES

O modelo de balanco populacional estruturado em idade apresentado neste trabalho
¢ um arcabouco matematico capaz de descrever fendmenos de dindmica populacional de
Saccharomyces cerevisiae. Em relacdo a vasta literatura acerca de modelos de balanco

populacional de bioprocessos, destacam-se como originais:

Q) a definicdo da varidvel idade a, associada a idade genealdgica e
utilizada como segunda variavel independente do modelo. A maior parte
dos modelos PBM encontrados na literatura sdo estruturados em massa
(Villadsen e Nielsen, 1992), e os poucos modelos estruturados em idade
definem tal varidvel como idade cronoldgica, ou seja, 0 tempo
transcorrido desde o surgimento de uma célula (Hjortso e Nielsen, 1994;
1995), apesar de a contagem de cicatrizes seja efetuada ha décadas para
inferéncia da operagdo do ciclo celular de Saccharomyces cerevisiae
(Hartwell e Unger, 1977; Lord e Wheals, 1980; Alberghina, 1983).
Outras abordagens utilizam subpopulacbes de células agrupadas sob
diversos critérios (Hjortso e Nielsen, 1994; 1995; Duboc e von Stockar,
2000, Hatzis e Porro, 2006), mas nenhuma constitui uma abordagem
segregada que evite a divisdo da populacdo em, no minimo, “maées” e
“filhas”. Na abordagem utilizada pelo modelo BPM aqui apresentado, as
células filhas sdo aquelas com a < 1, e as informacBes obtidas sobre
probabilidades de divisdo e perda de viabilidade com o acumulo de
cicatrizes (divisdes) podem ser incorporadas explicitamente através das
funcdes de divisdo e transigoes;

(i) a definicdo das subpopulag6es ativa, inativa e morta. A literatura ndo é
farta em modelos descrevendo o fendmeno de quiescéncia das leveduras,
embora virtualmente todos os modelos BPM desenvolvidos pretendam

descrever fendmenos periddicos, incluindo aqueles associados a operacao
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do ciclo celular. Tais comportamentos ocorrem em culturas com baixas
concentragfes de substrato no meio (Kompala e Jones, 1999), quando
uma fracdo da populacdo pode estar quiescente, apesar de tal fato
raramente ser verificado experimentalmente. Desta forma, os modelos
encontrados na literatura reproduzem comportamentos periodicos
associados ao ciclo celular por mecanismos que ignoram a quiescéncia de
uma fracdo da populacdo (Hjortso e Nielsen, 1994; 1995; Hatzis e Porro,
2006). Destaca-se um trabalho (Duboc e von Stockar, 2000) no qual um
modelo de dindmica populacional considera trés classes de células: (a)
células na fase G; (crescendo), (b) células gemulantes e (c) células na fase
G1 que ndo crescem e estdo aptas a iniciar a gemulagdo, mas ndo o fazem.
Entretanto, em tal modelo, de todas as células que atingem a massa critica
para gemulacdo, considera-se que apenas a fracdo p efetivamente inicia a
gemulacdo, e as demais constituem a terceira classe citada. Essa fracdo p
é considerada constante, e independe das condi¢fes ambientais ou de
qualquer estado interno das células. Desta forma, a classe (c) considerada
neste modelo de Duboc e von Stockar ndo apresenta uma dinamica em
acordo com as observagdes acerca do fendmeno da quiescéncia de
leveduras (Gray et al., 1999)

A formulacdo das funcgdes de probabilidade de divisdo e transi¢Bes foi realizada
com base em dados de literatura e alguns dados experimentais macroscépicos e néo-
segregados. Apesar do elevado nimero de parametros do modelo, a maioria destes pode ter
seus valores escolhidos de forma empirica, reservando a um numero reduzido um
procedimento matematico de estimacdo. No caso apresentado, apenas sete parametros

foram ajustados através de procedimentos de minimizag&o.

Os resultados de ajustes mostram que o modelo é flexivel o suficiente para
reproduzir os dados de bateladas disponiveis. No Capitulo 7, os testes do modelo, usando

0s parametros ajustados para 0 CONJUNTO 2, mostram boa capacidade de extrapolacdo na



Coanclusfes 139

comparacdo com os demais conjuntos de dados experimentais. A principal dificuldade em
relacdo aos comportamentos previstos para estes conjuntos € a incorporacdo do efeito da
oferta aumentada de oxigénio sobre a dindmica populacional. Entretanto, para uma correta
descricdo de fenbmenos tdo complexos, seria necesséria uma quantidade ampla de
informacBes experimentais, para uma avaliacdo rigorosa das formas dos termos
dependentes da oferta de oxigénio. Além disso, esta informacao deveria incluir medicdes de
oxigénio dissolvido, para evitar uma variavel artificialmente definida, como a varidvel O
usada neste trabalho.

Os resultados mostraram também a reproducdo do fenémeno de elevagdo da fracdo
de células ndo-gemulantes quando o substrato se esgota, embora o equacionamento do
modelo n&o tenha sido explicitamente formulado com este fim. Da mesma forma, o modelo
utiliza um artificio para prever a interrupcdo do ciclo celular (comumente referido na
literatura como cell cycle arrest) quando o substrato esta exaurido. Este mecanismo (ver
secdo 5.2) é fundamental tanto para a ja citada elevacdo da fracdo NG ap0s a deplegéo de
fonte de carbono, quanto para a descricdao de fendmenos populacionais periodicos ligados
ao ciclo celular, apesar de ndo ser o ideal, pois € uma implementacdo empirica. O ajuste dos
parametros relativos a este mecanismo precisa ser criterioso, pois afeta diretamente as
respostas macroscopicas em ambientes pobres em substrato, e deve ser avaliado em
conjunto com os parametros dos termos dependentes de substrato das fungdes de diviséo e
transicdes. Finalmente, mais conhecimento a respeito deste mecanismo ira corrigir as

distribuicBes de células obtidas em concentracfes baixas de substrato.

O modelo reproduz qualitativamente a modulagdo dos comportamentos periodicos
relacionados ao ciclo celular através da taxa de dilui¢do. Para uma comparagdo quantitativa,
seria necessario um procedimento especifico para ajuste de alguns parametros que foram
fixados na Tabela 5.1 e a realizacdo de experimentos nestas condigdes. Enquanto as
oscilagdes ligadas a glicolise sdo de curta duracdo, as oscilacBes ligadas ao ciclo celular
costumam apresentar periodos que variam entre um par de horas até cingienta ou sessenta

horas. Estes periodos longos tornam dificil a realizacdo de tais experimentos, ja que essas
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fermentagdes precisam ser conduzidas de forma rigorosamente controlada (para manter a
constancia de vazdo, aeracdo, agitacdo, etc). E preciso também avaliar com critério os
comportamentos periddicos observados, e identificar sobre quais deles as alteracGes
metabélicas possuem influéncia significativa. E possivel agregar ao modelo proposto
algumas dindmicas metabolicas, desde que ndo seja necessario acrescentar mais variaveis a
descricdo do estado interno das células, pois isto pode tornar 0 modelo complexo demais

para eficaz solugdo numérica.

A utilizacdo de uma sub-populacdo de células inativas, que ndo “envelhece” nem
consome substrato, e pode transitar de e para a sub-populagdo de células ativas de acordo
com as condigBes ambientais é também fundamental para a descricdo destes fendmenos
periodicos. Além disso, a inativacdo de células é um grau de liberdade importante também
para a descricdo dos experimentos em batelada realizados. Apesar de a identificacéo
experimental destas células por métodos de coloracdo ser dificil e apresentar relativa
incerteza, o desenvolvimento de novas técnicas de quantificacdo (como as tecnicas de

processamento de imagens) pode facilitar a medicdo e utilizagdo destas informacdes.

Futuros aperfeicoamentos e extensfes do modelo podem ser implementados de

diversas formas, mas trés destacam-se:

Q) investigacdo da funcdo de duracdo do ciclo celular em funcéo da idade e
da concentracdo de substrato L(a,S), bem como de outros fatores

ambientais (oferta de oxigénio, concentracao de etanol);

(i) acoplamento ao modelo de equagdes de balanco material de oxigénio
dissolvido, outros substratos e produtos, que podem aprimorar

quantitativamente as respostas do modelo sob diversas condicoes; e

(iii) 0 acoplamento ao modelo da influéncia da glicolise sobre a dindmica

populacional.
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A funcdo sigmoidal logistica (ou simplesmente sigmoidal) é expressa por

B 1 (AL1)
C14e )

t(¢)
e possui imagem em [0,1]. Esta fungdo possui dois parametros: um acelerador A e um
deslocador y. Qudo maior o valor do acelerador, mais “rapida” é a transi¢cdo entre 0s
valores 0 e 1, como mostram as Figuras Al.1 — Al.3. O deslocador é o valor para o qual a
fungfo sigmoidal tem valor de 0,5, ou seja, f(»)=0,5 (Figuras Al.4 — Al.5). A Figura Al.6

mostra a obtencdo de modalidade por soma de sigmoidais.

Figura Al.1 — Sigmoidal logistica com aceleracdo baixa (A =0,5e y =5)
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Figura Al.3 — Sigmoidal logistica com aceleracdo alta (. =10 e y =5)
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Figura Al.5 — Sigmoidal com aceleracdo unitaria deslocada a direita (FDD, y = 7,5)
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f(x,A = 1.0,y = 2.5) - f(x,A = 1.0,y = 7.5)
T T T T T

Figura Al.6 — Diferenga entre FDE e FDD (obtencdo de modalidade)

As funcdes de probabilidade de divisdo e transi¢cGes celulares apresentadas no
Capitulo 3 sdo construidas com base na funcéo sigmoidal e em alguns termos exponenciais.
As Figuras AL7 — ALL11 apresentam as superficies formadas por combinagdes de duas
fungdes sigmoidais, de forma a ilustrar o aspecto de algumas das fungbes formuladas no

Capitulo 3.

A funcdo de probabilidade de divisdo possui um termo g(z) (ver Eq. 3.41) definido

por

([ Pc 2 (z1) (Al.2)
oo
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A Figura Al.12 mostra a superficie formada por uma combinacdo de uma funcgéo

sigmoidal f(x) e uma funcao g(2).

Por fim, a fungdo de probabilidade de inativagdo possui um termo h(z) (ver Eq.
3.51) definido por

e jzzz (A1.2)

h(z)= e_( o) 2
_t(_j
P, P,

A Figura Al.13 mostra a superficie formada por uma combinacdo de uma fungéo
sigmoidal f(x) e uma funcao h(z).

ALY E5 | ATy, =5

o) % 1Y)

Figura Al.7 — Superficie f(x) x f(y), com 0os mesmos parametros (baixa aceleracdo)
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