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RESUMO ¢

Através do uso de computador digital foi desenvolvida uma
funcao para a relacdo da densidade optica e a densidade celular. A

equacao da hiperbole mostrou ser a que melhor se ajustava.

A partir desta relacao foi desenvolvido um programa de
computador para a obtencao das constantes de crescimento e equagao
de Arrhenius. Pela comparagao dos valores da temperatura caracte-
ristica y obtida pelo computador a aquela obtida manualmente, veri

ficou-se uma boa concordancia entre ambas.



It wasestablished a relationship between turbidity (opti-
cal density) and cell mass, by the use of a digital progranm. The

hyperbolic function demonstred to be the best fit.

After this it was developped a computer program to obtain
the growlhrate constant and Arrhenius equation. By comparing the
values of temperature characteristics "u" obtained by the computer

and that one obtained by hand, very closely values were found.



INTRODUCAO

Para medigao rapida da densidade celular, o método da tur
bidimetria & comumente utilizado, depois de se estabelecer uma re-
lagdo entre a densidade optica e a massa celular. Comumente isto &
feito através de um grafico e pela medida das densidades opticas
obtem-se a massa celular. Até o presente, nao foi definida uma
funcao adequada para toda porcao da curva da reclagao entre a densi

dade oOptica ‘e massa celular.

Uma vez obtida a densidade Sptiéa, que € uma fungao da
densidade celular, a diversos intervalos de tempo de incubagdo, po
de-se determinar a curva de crescimento de qualquer microrganismo.
A velocidade especifica de crescimento (k) e calculada a partir da
porgao exponencial da curva de crescimento. Tomando-se a curva de
crescimento a varias temperaturas tem-se diferentes valores de Kk,

que podem ser analisados pela curva de Arrhenius.

Este tipo de experimento € essencial no estudo da fisiolo
. gia dos microrganismos, principalmente com relagao ao efeito da

temperatura em seu crescimento.

Entretanto, o método convencional € muito complexo e len-
to e todos os graficos e calculos sao feitos manualmente. O uso
de programas de computador > pode reduzir o tempo de trabalho e

aumentar a precisao nos calculos.

0 presente trabalho apresenta um programa de computador -
que calcula os parametros de crescimento celular. Para tanto, foi
desenvolvida uma equacao que adapta adequadamente a relagao densi-
dade oOptica e a densidade celular de uma suspensao de microrganis-
mos. A seguir foi desenvolvido o programa para determinar a velodi

dade especifica de crescimento, k, e finalmente a curva de Arrhe-

nius.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Crescimento Microbiano

O crescimento microbiano a acompanhado tanto por um aumen
to no numero de c€lulas como por aumento da massa do protoplasma

L

celular.

Lamanna e Malette (1965) definiram a expressao 'crescimen
to" como sendo a adigdo de novas substancias ao protoplasma da cé-
lula do microrganismo ou aumento da massa do protoplasma. O aumen-
to no nUmero de células € definido como multiplicagao. No presente
trabalho, a atencao foi voltada na medida do ''crescimento' micro-

biano, isto €, no aumento da massa do protoplasma celular.
METODOS DE MEDIDA

Os métodos usuais para a estimativa do crescimento ou au-

mento do protoplasma podem ser listados .brevemente como a seguir:

A. ‘Métodos Diretos

Sao os que medem algum parametro de volume do protoplasma

ou algum constituinte do mesmo.

Massa Omida - Representada por total de conteudo do proto

plasma, inclusive agua, a parede celular e a agua intercelular. E
medida por centrifugacao de um volume conhecido de cultura, onde
as células sdo depositadas e apos a retirada do sobrenadante proce
de-se a pesagem da massa celular, obtem-se, desse modo, a quantida

de da massa do protoplasma por unidade de volume da cultura.

Massa Seca - Representada por total de solidos do  proto

plasma, da parede celular e da capsula ou substancia extracelular.
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Pode ser determinada repetindo-se as etapas descritas para obten-
¢do de massa umida e secando-se as células de modo a retirar toda
a agua. A vantagem deste método sobre o anterior & que ele € mais
preciso, visto que a influéncia da dagua na massa € dificil de ser

determinada.

Nitrogénio - As células sao lavadas para remover todos os

constituintes nitrogenados do meio de cultura. O-nitrogenio das cé
lulas &€ entdo determinado por processos analiticos usuais para de-

terminacao quantitativa desse elemento.

Outros componentes podem ser usados para a medida de cres
cimento celular. Assim, poderia ser feito determinando-se a quanti

dade de acidos nucleicos, proteinas, etc.

B. Métodos Indiretos

Medidas do consumo de metabolitos ou acumulagao de produ-
tos metabolizados sao, também, utilizados para avaliar a quantida-

de. de protoplasma bacteriano. O consumo de oxigénio e a produgao

de 4dcidos de um carbohidrato fermentavel tem sido utilizado como :

estimativa do crescimento do protoplasma bacteriano.

Turbidimetria - Uma suspensao de bactérias apresenta 0

efeito de Tyndall igual a qualquer sistema coloidal. Entao, tanto
a absorbancia como a dispersao da luz pode ser usada para medir a

quantidade d: protoplasma bacteriano.

Para o seu emprego na*suspensﬁo bacteriana admite-se que
a Lei de Beer-Lamberdt seja aplicavel. Essa Lei relaciona a quanti
dade de luz absorvida por um soluto e € expressa quantitativamente
pela expressdo:
I = Io e X1 . onde "I'" & a intensidade de um facho de luz depois
de passado através da solugdo, '"Io" € a intensidade
da luz incidente, "e' & a base do logaritnm natural,
"k" & uma constante caracteristica do soluto, "c" €

a concentracao do soluto e "1" € o comprimento da

-3-
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trajetoria da luz através da solugdo.

. Aplicando-se o logaritmo decimal a expressdo acima obtem-

g
Jo _ kel -

L9go T = “Z.303 -~ ¥ (1)

onde "a'" & chamado absorbancia, absorvidade, iIndice de extincdo ou

densidade Optica.

Na pratica, a equacao (1) & satisfeita pelo menos _ sobre
uma determinada concentragdo da substancia. A medigao das intensi-
dades da luz € feita geralmente em colorimetros ou espectofotome-
tros. Estes instrumentos marcam a intensidade da luz que atravessa
a cubeta com suspensao celular de célula fotoelétrica sensivel a

variacao de intensidade da luz.

Nas concentragoes elevadas de células a Lei de Beer e
Lamberdt nao & aplicavel devido ao desvio considerdvel da lineali-
dade. Kurohawa e outros (1962) propoz uma forma para superar essa
dificuldade. 0 método consiste em considerar a linealidade até o
valor da densidade optica de 0,5 e para valores. mais elevados uti-
lizar a aproximacao 0,6 + log (1 - T); onde T € a transmitancia da

suspensao.

2. Velocidade de Crescimento

A. Fases de Crescimento

Transferindo uma bactéria para um meio adequado e incuban
do em condigdo favoravel, ela ira crescer e multiplicar até chegar
a um ponto de crescimento maximo de populagao. Depois do ponto ma-
ximo de populagdao que pode durar de alguns minutos a dias, havera
um declinio, indo 3 extingao.

0 desenvolvimento de uma cultura bacteriana pode ser estu

dado convenientemente separando-a em diversas fases consecutivas.

Segundo Monod (1942), o crescimento de uma cultura microbiana pode
ser dividido nas seguintes fases:

i



Fase de Laténcia Inicial.- Também chamada de ajuste ou fase 'lag",

e a fase onde praticamente nao existe crescimento. Nesta fase o or
ganismo transferido ao meio novo se organiza para iniciar o cresci

- b — Z — 4 5 i .,_
mento. Uma série de reacoes de adaptagao, como indug¢ao e repressao,

ocorrem nesse momento.

Fase Exponencial. Também chamada de fase logaritmica, € a fase

que succede a fase de laténcia e € caracterizada por um rapido de-
senvolvimento da cultura bacteriana. Durante a fase exponencial o
crescimento do protoplasma e a multiplicacao celular seguem uma
proporgao constante, portanto ao se medir um pode-se calcular o ou

tro.

Fase de Decréscimo. E a fase que sucede a fase exponencial. Sem-
pre ocorre, ou por exaustao de alimento, ou por acumulo de substan
cias toxicas. Desde que esses fenomenos ocorram gradualmente numa
cultura, ndo existe uma quebra na curva. de crescimento, mas uma di

minuicdo gradativa da declividade até chegar a fase seguinte.

Fase Estacionaria. A exaustao de nutrientes e o acumulo de subs-

tancias toxicas chega a parar o crescimento da cultura bacteriana,

caracterizando-se a presente fase.

Fase de Declinio. A fase estacionaria € seguida por uma fase de

decréscimo na populacao. Existe, até o presente momento, muito pou
co estudo sobre a fase de declinio. Acredita-se que o acumulo de
substancias tdxicas e criacao de condigdes adversas a sobreviven-

cia das células sdo as principais responsaveis por este fenomeno.

B. Parametros de Crescimento

Tempo de Geracao Média (g). Desde que a bactéria multiplica-se -

por fissdo bindria, cada duplicac@ao do numero de bacterias em uma

cultura representa uma geragao.
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Conhecendo-se, portanto, o numero de microrganismos no
inicio ¢ no fim de um pericdo de incubacdo de uma cultura, pode-se
calcular o nUmero de geragOes ocorridas nesse periodo.

Se y for o numero de células de microrganismo no fim de
um periodo de tempo e x o numero da mesma no inicio e '"n'" o numero

de geracoes ocorridas neste periodo, a equagao seguinte & valida.

(2)

tomando-se o logaritmo

loglO y = loglo X + n log10 2

o (3)
logyg ¥/x _ 1ogyg v/

n =
logyg 2 0,301
‘ - Se quiser o periodo de tempo que se levou para que a popu
lacao duplicasse ou '"tempo de geracgao média" (g), divide-se o tem-

po dado pelo numero de geragoes oOcorridas.

g ® —= (4)

C. Constante de Crescimento

Um dos modelos de crescimento microbiano é o da sintese -
autocatalitica do material celular. Uma célula inoculada em um
meio nutriente comega a crescer em tamanho até que se divide em

duas céelulas irmas semelhantes a célula mae.

No modelo da sintese autocatalitica, a velocidade de for-

macdo celular € proporcional a massa, m, de células.
a3

dm  _ '
Integrando-se a equagEO acima obtem—se?
1n Do = ki ou m = mo ekt (6)

mo
onde mo é a quantidade de material celular no comego do processo.

Esta equacdo é chamada "lei logaritmica'.

-6H=-



Uma locacdo do 1ln m/mo '"versus' tempo, nos da uma reta
com declividade igual a k, que € definido como constante especifi-

ca de crescimento.

3. Efeito da Temperatura no Crescimento Celular

Sendo o crescimento de um microrganismo uma reacdo bioqui
mica complexa, & dificil analisar a influéncia da temperatura na
velocidade do mesmo. E interessante rever alguns problemas mais ge

rais do efeito da temperatura nos processos fisicos e quimicos.

A. Equacao de Arrhenius

A equagdo de Arrhenius & usada comumente na cinética qui-
mica para determinar a energia de.ativagao das reagoes quimicas, e
tem a seguinte forma:

. BB
k = Ae RT (7)

onde k e a.velocidade de reagao; A € uma constante; AE € a energia
‘de ativacdo; R &€ a conStante universal dos gases e T € a temperatu
ra absoluta do sistema. Para os microrganismos, usa-se a equagao
de Arrhenius substituindo a velocidade de reagao (k) pela velocida
de de crescimento ¢ determina-se a temperatura caracteristica ()

que & analoga a energia de ativagao AE.

Se aplicarmos o logaritmo a equagao (7), obtem-se:
AE 1

BT

In k = 1In A -

que € a equagao de uma reta:

A representacao grafica do logaritmo neperiano de k "ver-
sus'" o inverso da temperatura absoluta que se fez a incubagao para
as diferentes temperaturas mostra uma reta cuja declividade sera

AE
R

za; portanto; se C, for o de clive da reta:

. 0 valor de R é conhecido e depende da unidade que se utili

-7-



_ AE
Cz—‘—*—l{——- ou AE=—C2.R 'U=_C2-R (SJ

O valor de u pode ser explicado como o nimero de calorias
necessarias para trazer todas as moléculas de um mol de reagente -

para o estado de energia requerido para que a reacao se processe.

0 valor de "u'" tem sido utilizado em diversos trabalhos.
Primeiramente tentou-se diferenciar bacteria mesofilas de psicr6fi
las bascado nesses parametros (Ingraham, (1958)). Shaw (1967) dife
renciou leveduras mesofilas de psicrofilas atraves do valor T,
Ng, Ingraham and Marr (1962), anos depois, acharam valores diferen
tes dos valores calculados anteriormente para a mesma bactéria.
Hanus e Morita (1967) explicaram que os valores de "u'" diferem por
que os investigadores empregam meios de cultura diferentes para o
mesmo microrganismo, e que € dificil comparar as bactérias através

do valor de yu.

Yokoya (1974) usou "p'" para comparar o efeito do cloreto

de sodio sobre o crescimento de Staphylococcus aureus e Canhos, V.

P. (1975) comparou o efeito da concentragao de etanol sobre o cres

LE RS B |

cimento de bactérias acéticas através dos valores de "u'".

B. Coeficiente de Temperatura (Qlo)

Em muitas reacdes quimicas, as constantes especificas de

reacao (k); obtidas a diferentes temperaturas mostram relacoes cons

tantes. Assim sendo, isto pode ser expresso pelo coeficiente de
temperatura '
kt
Q = 2
At ktl

0 fenomeno acima €& explicado como uma variagao na popula-
cao de moléculas contendo energia cinética suficiente para que a
reacao se processe com a mudanga da temperatura. Quando At = 10°¢,
teremos o valor de QlO' Para reacoes fbtoqufmicas e radioativas o
valor de QlO & uma unidade, indicando pequena influéncia da tempe-

ratura em tais reagoes.



Para mudancas fisicas QlU varia entre 2 e 3, exceto para mudangas

de viscosidade ou processos baseados em forcas de superficie. Numa
reacdao de degradacao de proteinas o valor de QlO € bastante eleva-
do, chegando a ser de 10.000 ou maior para certas proteinas em cer

tos intervalos de temperatura.

EY



DESENVOLVIMENTO DAS EQUACOES

1. Analise de Regressao

0 objetivo desta seccdo ndo & o de compilar as fontes de
literatura, mas dar uma descrigdao compreensiva dos principios basi
cos empregados no presente trabalho. Os paragrafos seguintes des-

crevem a metodologia empregada nesta analise.

A. Método dos Quadrados Minimos -

£ frequentemente necessario representar por uma relagdao -
funcional um certo numero de dados que sao coletados como pares OT
denados (x, y). Nos experimentos deste tipe, obtem-se conjuntos de
valores de x e y. Se estes valores tiverem de ser utilizados em al
gun célculolem computador, defrontam-se com uma série de problemas,

a saber:

1. Havera erros experimentais nos valores de y. Seria interessante

proceder a,avaliagao de tais erros.

-

2. Poderiamos querer saber os valores de y correspondentes a algum

x intermediario a dois valores de x experimentais.

3. Poderiamos desejar extrapolar, isto €, achar o valor de y cor
respondente a um x fora do intervalo dos valores experimentais de
%

Todas estas conSideragdoes nos levam a necessidade de uma
relacdo- funcional entre x e y através de uma formula e, se possi-
vel, de uma formula simples. A questdo € achar uma curva que se

aproxime dos dados experimentais com suficiente precisao.’

Considere-se que a dispersdao de um ponto dado € a diferen
ca entre os valores experimentais e calculados da relacao funcio-
nal. Tem sido demonstrado que o melhor método empregado para a so-
lugao de problemas desta natureza € através do metodo dos quadra-

dos minimos.
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Seja y; 0s pontos y correspondentes aos valores experimen

tais X, - Entao:

(9)

S sera menor quando as partes calculadas y'i pela funcgao
que melhor se adaptou a curva for menor possivel, ou seja, quando
a curva ajustada Y; = f[xi) der resultados que melhor se aproximem

dos pares ordenados experimentais Ex'i’-y'i)‘

Se considerarmos ¥ = f(xi) como sendo uma relacao polino
mial de grau M, teremos:
. 2 M
e o= 0L o Cadu o BuXs + .. + C.
Yi C1 21 371 CM+lk1
para que a relacdo (9) seja minima:

35S 58S 98
- = 0; 7= = 0; ...; = = 0
aCy 9C, 9C\e1

Feita as diferenciais tem-se um sistema de equagoes linea

res da forma seguinte:

NCl *oIxy C2 o HIXg Cs;
g 2 M+1 _
ixp Gy + Ixq Co + vvv +IXg Cae1 —E(xiyi} :
(10)
7 _fﬁ;i..-: ......... st & ; § 6 e
£X, C1 oI, Cp ¥ v +IXy Cae1 —Z(xi yi)

Tal metodologia pode ser aplicada a outras relagoes além

da polinomial. Seja por exemplo a relagao exponencial abaixo:
y = axP ' (1)

Se for aplicada a técnica descrita acima diretamente tem-
se um sistema de equacOGes nao lineares. Pode-se evitar esta difi-
culdade tomando os logaritmos.
log y = .log a + b log x (12)

Agora, os quadrados minimos das diferencas entre os loga-
ritmos dos pontos experimentais de y e a expressao da direita na

equacao anterior € dada pela expressao:

e e



S = (log ¥ log a - b log xi)z *{1.3)

Diferenciando em relacao a a e b como anteriormente obtemn-

se as seguintes equagoes:

N log a + I(log x;)b = Z(log y;)

2
Z(log xi) log a + z(log xi) b = I£(log X log yi)

jal
k)
I

As incognitas sao log a e b, que quando-achadas, nos

rao os valores de a.e b da equacao (11).

B. Método da Eliminaca@o de Jordan

Para solucdo do sistema de equagao acima (10) existem uma
série de métodos. '

Um dos mais aplicados e que requer menor numero de calcu-
los ¢ o método da eliminacdao de Jordan (Nowosad, 1974) que descre-

Venmos a seguir.

Dados m variaveis independentes Xi, Xgs «+es X €M varia
veils dependentes Y1s Yo -ees ¥y que dependem linearmente das pri-
meiras, isto €, tais que
Py o= B X e wam o Be X T B 15 By wnus 0 (14
)1 111 lmm( k] ] k] J + [ )

a eliminagcao de Jordan consiste simplesmente em trocar OS papéis

de uma variavel dependente e uma independente.

) Por exemplo, se considerarmos o coeficiente a_ diferente

de.zero [ars # 0) podemos eliminar a variavel independente X na

expressao: s

o % By Foewe b BLX b oaee F BuaXo (15)

obtendo: ' i

= @ 1 (y. - a_,x; - = a. %) (16)
S B T p | ek e Tm m

Substituindo-se agora esta expressao de X, na expressao

das variaveis y; restantes, ficamos com:

-12-



" a.
is

. = oa..txX.+ ... +a. +a. 3 ey ha: —_— -
Vi ey oy 25 5-1%8-1 %1 541 %541 4 ,m"m ¥ a o ( Yy
a x i - . - < = - = .« & . =
531 i 0 ar,s—lxs—l al,s+lxs+1 ar,mxm) (17)

Reagrupando os coeficientes vemos que o novo coeficiente

a. a:
~ is - is : -
de X e Xy B Hon® —
X; € a;q = a.q, O de X, € aj, = a.,, etceo de Y, ¢©
TS Ts
is ' i e ) . : .
= , 1sto na expressaoc de yj, para i £ r, 1 =1, 2, «0.y R
IS5 '
Se Y3 for constante, entdao, o sistema de equagoes ficaria
Qo F a0 i@ K. = 8
i R | In"n - "1
- . ) (18J
BouXy * gan g K. B°@
*al™l nn n n

Se agruparmos o sistema da seguintc forma

O 2.8y0% M e Ty < 8
0 = a21xl # o ® aZan - 32

(19)
0 = a 1%y + e g T an

e aplicarmos a eliminacao de Jordan obteremos:

Xy = bllx 0+ esan F blnx 0 - bl
X, = b21x 0 + ... + bZDX 0 - b2
(20)
Y bnl? 0+ ... +b x0-by
Portanto, a solugao sera:
Xy = bi
Xy = by
(21)
K, B Dy

-13-



MATERIAL E METODOS

A. Desenvolvimento da curva DENSIDADE OPTICA versus DENSIDADE CELU
LAR '

Foram selecionados alguns microrganismos para estabelecer
a relacdo entre a densidade optica e a massa celular seca, confor-

me mostra a tabela abaixo (Tabela 1).

TABELA 1 - Relagao dos microrganismos utilizados neste trabalho -
com as respectivas siglas dos meios ¢ as temperaturas -
de incubacgao.

(*) Ver apéndice I para composicao dos meios.

MICRORGANISMOS ~MEIO TEMPERATURA DE

(*) INCUBACAO (°C)
- Staphylococcus aureus BHI | 30
Escherichia coli TSB 37
Enterobdcter aerogeneé TSB 30
Sarcina lutea | TSB -~ 30
Bacillus megaterium _ TSB S
Pseudomonas aeruginosa TSB o 37
Sacharomyces cerevisiae BYMB - 25

0 meio preparado foi dividido em dois frascos, um dos

quais foi inoculado com uma algada de um dos microrganismos.O fras
co inoculado foi incubado em agitador de temperatura controlada -
(New Brunswick Scientific Mod. NBS-G 25) por 24 horas. As tempera-
turas de incubacdo de cada microrganismo estao na Tabela 1, e a

agitacao foi de 250 rpm.

Apos a incubacao, o seguinte método foi utilizado para a

determinacao da massa de células por 10 ml de cultura.

Com uma pipeta volumétrica retirou-se 10 ml da cultura e
filtrou-se em uma membrana de acetato de celulose da '"Millipore"
com porosidade de 0,45u. Apos a filtragao fez-se a lavagem das cé-

lulas com aproximadamente 50 ml de agua destilada.

o



O "blank" foi preparado utilizando-se o meio de cultura
sem as celulas. Para cada microrganismo, foi repetido o procedimen

to acima duas vezes.

As membranas assim obtidas foram primeiramente secas em
0 . . .
uma estufa a 55 C por 30 minutos depois colocadas em uma estufa a
0 s — -
110°C por 4 horas para a remocgao total da agua. Apos a secagem, fo

N L * - .
ram pesadas em uma balanca analitica, e foram obtidos os seguintes

valores:
MC = maior valor dos pesos das membranas com células
MM = maior valor dos pesos das membranas sem celulas
mc = menor valor dos pesos das membranas com celulas
mm = menor valor dos pesos das membranas sem células

0 peso séco de celulas por ml de suspensao foi:

P MC-MM
10 10 {(mc-mm)

B o=

Paralelamente determinou-se a densidade optica (DO). Para

isso foi utilizado o procedimento seguinte:

Vinte ml.de suspensao foi centrifugado a 8.000 rpm (apro-.
ximadamente 10.000 g) por 10 minutos. ApOs a centrifugacgao, reti-
rou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se as células em 20 ml de
agua destilada. Essa operagao foi repetida mais uma vez, obtendo-
se uma suspensao de células lavadas em 20 ml de agua destilada. Em
um baldo volumétrico de 100 ml essa suspensao foi diluida cinco ve
zes, e em seguida foram retirados 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1, .0
ml de suspensdo que foram completados com 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10 ml de agua destilada, respectivamente, em 11 tubos de en-
saio de tal maneira que em éada tubo de ensaio havia 10 ml de sus-
pensdo diluida. A densidade optica de cada uma destas suspensoes -
foi lida em um espectrofotdmetro, Spectronic 20 da Bausch & Lomb,e
foram usados para tomada da DO tubos de ensaio de 11,8 milimetros

de diametro interno.

-



Esses ensaios foram repetidos com tubos de colorimetros
de diametro externo 17,0 mm e 22,5 mm. Como esses tubos necessitam
de maiores volumes domaterial para proceder a leitura da densidade
optica, as diluigOes foram preparadas utilizando-se o dobro dos va

lores acima apresentados (volume total para cada tubo-de 20 ml).

Através da aplicacdao do programa TESE 1 e por tentativa ,
diversas fung¢oes foram testadas para a relagao D.0O. versus densida

de celular.

O programa TESE 1 descrito no apéndice II faz o ajuste de

polinomios de até¢ grau 10. .

B. Desenvolvimento da Curva de Arrhenius

0 estudo do crescimento em diferentes temperaturas foi

feito em um incubador de temperatura gradiente com agitador da
Scientific Industries Inc. Foram utilizados 30 (trinta) tubos em
L, especiais para o aparelho e a tomada de densidade optica foi

feita de 15 em 15 minutos. A densidade optica foi medida em um es-
pectrofotdmetro Espectronic 20 da Bausch & Lomb. O diametro do tu-

bo foi de ¢ 17 mm e o comprimento de onda-foi de 600 mpu.

Em cada tubo em L foram colocados 10 ml do meio apropria-
do. Aguardou-se cerca de 15 minutos para o perfeito equilibrio de
temperaturas. A leitura "blank'" foi feita medindo-se a densidade
optica de cada tubo com meio de cultura sem ser inoculado com a g
lula. Apbés a inoculagdo com 1 ml de.cultura preparada em um frasco
Erlenmeyer e em um, agitador por 12 horas e a temperatura de acordo
com a Tabela 1, procedeu-se a leitura da densidade oOptica. dos trin
ta tubos anotando-se as leituras do tempo zero. Dal, proseguiu-se
o experimento fazendo as leituras de 15 em 15 minutos até que um
ou mais tubos de cultura afingissc o valor de densidade optica -

igual a 1,2.

As culturas permaneciam ainda por mais 24 horas no incuba

dor e entao eram feitas as leituras de maxima biomassa.

-16-



As D.O. resultantes da leitura no incubador gradiente fo-

ram corrigidas para densidade celular de acordo com a equagao se-

guinte:
Dens (A) = C '-::-1 T C '
o " 2
onde C cC, sao os coeficientes da reta ajustada para a curva de

1
calibracao de acordo com o descrito no paragrafo anterior.

0 crescimento microbiano pode ser descrito pela equacgao

dm _ . s e _
T ki ou In e B kt ou Inm = 1n mo + kt

indicando que representar em grafico o logaritmo neperiano de m
(densidade celular) versus o tempo existe pelo menos um intervalo

de tempo em que tal curva ¢ uma reta.
Os coeficientes da reta achados sao

C

I

1 In mo

C2 = k

A reta foi ajustada pelo computador através do uso do mé-
todo dos quadrados minimos para a porgao da curva onde existe ling
aridade dentro de 10%. As figuras foram tracadas pelo computador

IBM-1130 atraves de um tracador de graficos (”pldtter”).

Para aplicar a equacao de Arrhenius (equagao 7) as tempe-
raturas de incubacado foram transformadas de graus centigrados para
graus Kelvin, e foi achado o inverso. Os valores de C2 foram consi
derados como valores de k desta equagao, para os diversos organis-
mos e, entao, foi obtido o 1n k. Da representacao grafica de 3T
versus 1n k foram obtidas curvas e como nestes vai haver um inter-
valo onde existe uma certa linearidade uma reta foi ajustada para
este intervalo, utilizando para isto o método dos quadrados mini-
mos. Estas retas foram ajustadas pelo método convensional e pelo
uso do computador. O programa que realizou os calculos descritos -

acima esta desenvolvido no apendice III.



RESULTADOS E DISCUSSOES

A. CURVA DA DENSIDADE OPTICA versus DENSIDADE CELULAR

Os resultados para a relacao da densidade oOptica (D.O.)
versus densidade celular cm peso séco de célula por ml estao apre-
sentados nas Tabelas (2, 3, 4) para tubos de didmetros iguais a
11,8; 17,0 e 22,5 mm.

0 ajuste de polindmios a estes dados mostram uma proximi-
dade do polinomio de grau 2 ou seja uma parﬁboia de 2° grau dos da
dos experimentais, isto pode ser visto na figura 1. Como uma para-
bola tem a forma Y = A + Bx + cx? e possue tres coeficientes a sa-
ber A, B e C, nao é uma boa curva para ser usada. Portanto, foi
tentado. uma funcZo linear para a relagao densidade optica (D.O.)
versus densidade celular (D.C.). Da representagao grafica de 1/DO.
versus 1/D.C. obtivemos uma aproximagio muito boa da reta. Esta re
lagao pode ser vista na figura 2 para os microrganismos estudados
neste trabalho. Podemos notar que existe uma reta que passaré mui-
to proxima dos pontos locados. Os coeficientes das retas achadas
através do computador para a relagao 1/D.0. versus 1/D.C. estao
apresentados na Tabela 5, para .os diémetrgs de tubos iguais a
11,8; l?,D'e 22,5 mm.

Da analise dos resultados da tabela podemds notar que
guanto maior o diametro do tubo, maior o declive da reta ajustada
para o inverso das variaveis. Como a reta ajustada para o 1nverso
das varidveis & na realidade uma hipérbole, a fung@o nao & defini-
da no ponto onde as D.C. ou D.D. forem iguais a zero. Mas isto nao
invalida o método uma vez que estamos interessados em medir a den-
sidade celular ou seja um meio com pelo menos uma quantidade de cé
lulas suspensas, e o '"blank", ou seja, o meio de suspensao € toma-

do como o de D.O. igual a zero.
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TABELA 5 - Resultado dos calculos feitos pelo computador para o]
ajuste da reta 1/D.0. e 1/D.C. para os diferentes mi-

crorganismos e diferentes diametros de tubos.

¢ = 22,5 mnm ¢ = 17,0 mm - ¢ = 11,8 mm
- T Ly, 4 G, &
Enterobacter aerogenes -1,98 4,57 -1,24 3,56 -0,99 2,51
Escherichia coli -1,65 4,11 -1,08 3,04 —1,08 2595
Staphylococcus aureus -1,76 4,36 —i,SS 3,48 ~1.,49 3,43
Sarcina lutea -1,49 4,34 -0,98 3,34 -0,39 2,28
Bacillus megaterium -1;72 3;45 -1,26 2,64 -0,90 2,19
Pseudomonas aeruginosa =098 356" =3,4F7 3,350 -0; 658 13,79
Saccharomyces cerevisiae 0,16 2,60 0,092 2,01 =0 7L, 1 b4

B. CRESCIMENTO MICROBIANO

L

0 resultado das leituras de D.0O. feitas no incubador de
temperatura gradiente corrigido para D.C. esta apresentado na Tabe
‘la 6. Esta Tabela da os valores de D.C. em funcao ‘do tempo e da
temperatura de incubacao e foram feitas pelo computador. Os grafi-
cos de 1n D.C. "versus'" o tempo para as diferentes temperaturas de
incubacido feitos pelo computador estao apresentados na figura 3.
Analisando-se estes graficos nota-se que existe uma parte da curva
onde mostra uma certa linearidade. Levando em consideracao esta 1li
nearidade e delimitandoc bem o intervalo de tempo onde 1isto ocorre,
isto ¢, desprezando os pontos.onde a linearidade nao existe, a re-
ta que aparece nas-fjguras foi tracada pelo computador através do
método dos quadrados mfnimos. Como pode-se ver, a reta se aproxima

muito bem dos pontos da curva onde existe linearidade.

O0s coeficientes da reta ajustada pelo computador estao
apresentados na Tabela 7. Esta Tabela da o valor de C, e C2 para

diferentes temperaturas e para os microrganismos estudados neste

trabalho.

._25_



FIGURA 3 - Curvas de crescimento para algumas temperaturas ¢ para
os microrganismos estudados neste trabalho. Estas cur-
vas foram tracadas por um tracador de graficos "plotter" acoplado

“a um computador 1130 da IBM.
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TABELA 8 - Coeficientes das retas ajustadas pelo computador a cur-

va de Arrhenius.

MICRORGANISMO . Cl C2
Bacillus megatcrium 6,483 -5261,43
Saccharomyces cerevisiae 10,88 -4760, 35
Staphylococcus aureus 4,029 -2406,44
Escherichia coli 7,671 -3485,81
Enterobacter aerogenes 8,729 | -3804,41
Pseudomonas acruginosa 17,07 ~6420,72
Sarcina lutea 16,98 -6595,99

- TABELA 9 - Comparagdo do calculo da temperatura caracteristica (u)
para o método convencional (manualmente) e o método pro

posto usando © computador.

MICRORGANISMO u (keal/mo1°C) mé todo

mét. convenc. proposto
Escherichia colil 8,11 % Gy
Entercbacter aerogenes 6,75 - .
~Staphylococcus aureus 4,44 4,04
Bacillus megaterium 6,95 6,29
Pseudomonas aeruginosa _ 10,81 1240
Sarcina lutca ) 11,18 12,74
Saccharomyces cerevisiae 1572 9,18

0 valor de C, foi considerado como k (velocidade de crescimento e¢s
pecifico) nos cilculos seguintes feitos pelo computador e foi usa-

do na obtengao da curva de Arrhenius.
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C. CURVA DE ARRHENIUS

A representagado grafica de 1n k "versus" 1/T, sendo que T
¢ a temperatura em g¢raus absolutos [OK) da uma curva conforme apa-
rece nas figuras 4, 5 e 6, para os microrganismos estudados. Pode-
se notar que mesmo sendo esta curva complexa, existe um intervalo
de temperatura onde pode-se aproximar uma reta dos dados experimen

tais. No método convencional, esta aproximacdo & feita tragando-se

e

0.

at

uma reta manualmente sobre esta regi

No método aqui proposto, o Computador-ajusta umna reta
atraves do método dos quadrados minimos, desprezando os pontos on-
de ndo existe linearidade. A Tabela 8 mostra os coeficientes des-
tas retas ajustadas pelo computador. Nota-se, ainda, que em todas
as curvas existe um ponto maximo que coincide com a temperatura

otima de crescimento do microrganismo.

A Tabela 9 da os valores de u(temperatura caracteristica)
calculados pelo computador e manualmente. O cécficiente de correla
¢do (R) entre os dados calculados manualmente e os cbtidos pelo
computador & de R = 0,9445 significando que existe uma correlagao

bastante estreita.

D. MAXIMA BIOMASSA

A Tabela 10 mostra o resultado da D.C. em grama de massa
seca por litro de cultura para as temperaturas de incubagao estuda

das, para um tempo de incubacgao de aproximadamente 24 horas.
<3

Com isto, obtem-se as curvas mostradas nas figuras 7, 8 e
g para os microrganismos estudados neste trabalho. Concordando com
os dados da literatura, o ponﬁc maximo destas curvas nao coincide
com o ponto maximo das curvas de Arrhenius. O ponto de maxima velo
cidade de crescimento esta a alguns graus acima da temperatura de

maxima biomassa.
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CONCLUSOES

0 uso do computador para a obtencao dos parametros de
crescimento celular microbiano resultou numa série de vantagens a

saber:

1. Possibilidade de executar maior numero de ensaios, sen
do os resultados mais significativos. O tempo de anali

se dos dados torna-se consideravelmente mais curto.

2. Menor erro na determinacao das funcgoes e conversoes -,
uma vez que os métodos aqui apresentados sao inteira-
mente numéricos enquanto que os métodos convencionais acarretam er

ros devido a aproximacao visual pelo grafico.
3. Estabelecimento de uma funcido ou um modelo matematico
para a curva de relagado D.O. x D.C. Tal funcao nao
existe ainda na literatura e facilita portanto o manuselo de resul
tados obtidos em Densidade Optica que podem ser facilmente conver-

tidos para concentracao aplicando uma simples funcao.

4. A curva de crescimento € sempre locada com valores cor

rigidos para massa celular versus tempo.

5. O¢ valores dos parametros de crescimento tais como k e

u sao obtidos instantaneamentc.
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APENDICE I - COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS NESTE TRA-
BALHO

BHI - BRAIN HEART INFUSION

Composicao para 1 litro de meio:

Infusao de miolo de bezerro : 200 g
Infusao de -coracao de boi 250 g
Peptona proteose ’ 10 g
Glicose . 2 g
Cloreto de Sodio 5 g
Fosfato disodico 20 ¢

TSB - TRIPTIC SOY BROTH

Composigao para 1 litro de meio:

Triptona (digestdor pancredtica da caseina USP) 17 ¢
'Scja peptonada 3 g
Glicose Zibg
Cloreto de Sodio , : : 5 g
Fosfato dipotassico ' 25 g

BYMB - BACTO YEAST MEDIUM BROTH

Composigao para 1 litro de meio:
B

Extrato de malte 20 g

Triptona ' _ . g
Peptona proteolitica 1,5 g

Mal tose 20 g
Dextrina ' g

Fosfato monopotassico 3

Cloreto de Amonia 1 g

e



APENDICE IT - AJUSTE DA CURVA D.O. X DENSIDADE CELULAR

v

A. Descricdo do Programa TESE 1

A analise de regressao foi feita atraves do programa TESE
listado a seguir. Basicamente tal programa consiste das seguin-

1
tes partes:

Leitura dos Dados

Os dados foram previamente armazenados em arquivos’ nos
discos do computador PDP-10, e foram lidos pelo programa atraves

da subrotina IFILE. :

Montagem da Matriz do Polinomio

A matriz das somatdrias para o polinomio de grau N € gera
do atraves do subprograma MONT. Vejamos a matriz do sistema de

cquacoes (veja item "Desenvolvimento das Equacoes', equagao 10).

Os termos numa mesma diagonal sao iguais, portanto, scja

A(I, J) uma matriz de I colunas e J linhas. Entao tem=se:

1

N: A(1,2) = A(2,1) = -
2 L3

A(Z2.,2) = A(5,1) = X;7 , e..oete L.

A(1:1)

i

Al 53)
Nota-se que, quando I cresce e J decresce simetricamente,
os membros da matriz sdo iguais. Tal procedimento foi utilizado pa
ra o calculo da parte da diagonal superior da matriz.
A somatoria foi feita pela funcao SOMA, cujos argumentos
sao M, Nl‘ NZ’
expoente das abcissas, NZ € o expoente das ordenadas.

onde M € o numero de dados a serem somados, Ny e o

Para o calculo da parte inferior da matriz o procedimento

¢ semelhante tendo duas difcrengas fundamentais.

a) No caso anterior, um dos membros era calculado e 0s
termos eram igualados desde a coluna 1 até a coluna simétrica. No
presente caso, a primeira coluna nem sempre ¢ feita igual a 1 e va

riara desde 1 até o numero total de incognitas.
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b) No casc anterior a ultima coluna varia, ao passo que

noe presente caso, ela permanece constante.

A Gltima parte do subprograma MONT consiste em se «calcu-
lar os termos x ¢ y. Tem-se desta maneira, a matriz das equacoes
lineares da curva polinomial que melhor se ajusta aos dados experi

mentais em qguestio.

Calculo dos coeficientes do polindmio

0 calculo cdos coeficientes é feito pelo metodo da elimina
cdo de Jordan. O subprograma que efetua a eliminagao de Jordan € o
ELJOR. Os coeficientes encontrados sao de sinal invertido, porque
no método, todos os coeficientes estZo em um mesmo lado da equacao

¢ as variaveis dependentes Y sao igualadas a zero.

Comparacdo dos dados obtidos com os originais

A comparagao entre os dados éxperimeﬁtais.e os calculados
pela funcao polinomial ajustada aos mesmos ¢ feita pelo programa
principal com a ajuda da funcao DIFY.

, Esta funcdo efetua'a diferenga entre um ponto experimen-
tal (x,y) e o mesmo ponto tedrico calculado através do polinomic
encontrado. A funcdo que calcula o valor do ponto tedrico e a fun
cdo YY. As diferencas ponto tedrico a ponto experiméntal sdo soma
das e varios outros polindmios sdo ajustados e para cada polind-

mio a soma de diferencas é guardada.

0 polinomio que melhor se ajusta aos dados experimentais
& tomado como sendo o que da menor soma de diferenca.

3
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SUBROUTINE MONT(M,NP)
COMMON AMAC(21,21),IC(29)

CALCULO Dp PARTE SUPERIOR DA MATRIZ

Ni=@

DO 1¢ I=1,NPé1
SOMAT=SOMA(MyN1,9)
DO 9 LV=1,1
Ky=TeLV+1
AMACLV,KV)=S0MAT
Ni=N1+1

Ni=NPw»1

CALCULO Dp PARTE INFERIOR DA MATRIZ

DO 15 T=2,NPe¢1
SOMAT=SOMA(M,N1,0)
KV=NP»1

DO 14 LV=I,NPwt
AMA(LV,KV)=SOMAT
KV=KVel

NisN1+1

CALCULO DOS TERMOS EM X E Y
N1=0

DU 16 =1,NPw1
AMA(NP,I)5SOMA(M,N1,1)
Ni=sN141

RETURN

END



EsTA FUNCAO CALCULA A SOMATORIA DR X#¥%N{|#YsxN2
ONDE X E Y SAQ PARES QRDENADOS E NI E N2 Sp0 AS POTENCTAS

RESPECTIVAS

NN

FUNCTION SOMA(M,N!,N2)
COMMON /DADOS/X(100),Y(1@0)
SOMA=Q
DO 1@ I=1,M

10 BOMASSOMA$X (T)#*N | %Y (T)#%N2
RETURN
END



FONCTION YY(NP,K)

COMMON A(21,21),1IC(29)

COMMON /DADYS/X(148),Y(169)
Yy=o

DO 1 I=1,NPel

r1=1C(1)

YYSYY4A(NP, T1)#X(K)##(IC(I)=1)
RETURN

END



FUNCTION DIFY(M,NP)

COMMON /DADOS/X(190),Y(100)
DIFY=@

DO 1 I=1,;H
DTFY=DTFY$ABS(Y(IJ+YY[N?,IJ]
RETURN

END



C ESTA SUBROUTINA EFETUA A ELIMINACAO DE JURDAN

SUBROUTINE ELJOR(H)

COMMON AMAT(21,/1),IC(29)

FMATR(IF1,IF2,4V1,4V2)=(AMATC(IF!,IF2)%AMATC(LV1,TV2
¥)2AMAT(IV!,IF2)%AMAT (IF1,IV2))/AMAT(IFY,IF2)

leBa!

ZERAR A MATRIZ 1C
. DO 161 I={,Nel
101 e(1y=o0

DO 20 I=1,Nel

ESCOLHA DO PIVOT

aan

DO 2 J=1,N=1
TF(ABS(AMAT(I,J)) ,LE,1,E»15)60 TO 2
DO 1 M=1,Nel
IF(JEQ,IC(M))GO TO 2
§ CONTINUE
e(r)=J
GO TO 3
2 CONTINUE
TYPE 100,11
108 FORMAT (/! NAO HA SOLUCAO PARA O SISTEMA',I)
GO TO 100¢
[COL=IC(T)

CALCULO DOS TERMOS DIFERENTES DE COL B LINHA
LTNHA> COL <

MmO NN w

IF(TCOL,EQ,1)G0 TO 8
LF(T,EQ,N)GO T0 L0

DO 7 LS4l N

DO 7 K=ICOLei, |, =1
AMAT(L,K)=FMATR(I,ICOL,L,K)
CONTINUE

LINHA > COL >

MO B~

[F(TCOL ,EQ ,N#1)GO TO 12

DO 9 L=I+1,N

DO 9 K=ICHL+1,N=1

AMAT(LyK)sFMATR(I,ICOL,L,K)
@ CONTINUE

LINHAC COL »

O O) e O

IF(I,EQ,1)G0 TO 14

DO 11 L=lel,1,=d

DO 11 K=ICOL+1,Ne=l

AMAT (L,K)sFMATR(I,ICOL,L,K)
CONTINUE

) ) b
N o—

LINHA < COL <

[F(ICOL EQa1)G0 TO 14

DO 13 L=Tel,i,=1

DO 13 K=ICOLel,1,+1
ﬁMﬂTlL.KJ#FM&TR(I;ICOL;L.K)
CONTINUE

e e
-—



TROCA DE SINAL DA LINHA /PIVOT

2%a ke

IP(T,EQ.N)GO TO 44
DO 4 KSI+y,N

4 AMAT (K, ICOL)==AMAT (K, ICQL)/AMAT(1,TC0L)
41 IF(T,EQ,1)G0 TO 55
DO § K=lef,1,«|
5 AMAT(K,ICQOr)=«AMAT (K, ICOL)/AMAT(T,TCOL)
55 CONTINUE
AUXsSAMAT(I,ICOL)
AMAT(I,ICOL)=I
o
C DIVISAO Dp LINHA PELA PIVOT
¢
DO 6 Kz1,Nel
6 AMAT(I, K)=AMAT(1,K)/AUX
24 CONTINUE
10¢0 RETHRN

END
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MY e

12

PROGRAMA PRINCIPAL

COMMON /DADOS/X(190),Y(180)
COMMON AM(21,21),1IC(20)
DIMENSTON DIFAC21)
TYPE 2

ACCEPT 1,N,EXP

FORMAT(I,A5)

FORMAT(!' ENTRAR COM O NUMERO DE DADOS!)
CALL IFILE(:,EXP)
READ(1,3)(CXCh),¥Y(I),I=1,N)
END FILE (1)

FORMAT(2F)

DO 106 I=3,12

CALL MONT(N,I)

CALL ELJOR(I)
DIFA(I)=DIFY(N,1)

TYPE 11, (DIFA(Y),I=3,12)
FORMAT(19X,E)

CALCULO DA MENOR DIFERENCA

Me3

DO 12 I=4,12

IF(DIFACI),GE,DIFA(M))GO TO 12

[F(DIFA(M) JLE,1,E*15)40 TO 12
IF(ABS((DIFA(M)»DIFACT))/DIFA(M)), LT, 8)G0 TO 12
IF((DIFA(I®1) LT, 1,E*20)G0 TO 12 _
[F(ABS((DIFA(I«1)=DIFACI))/DIFA(T)), LT,.B8)G0 TO 12
M=T

CONTINUE

CALL MONT(N,M)

CALL ELJORC(M)

TYPE 4,(IC(T),AM(M,I),I%1,M=1)

FORMAT (/! C(112,')=2'E)

CALL EXIT

END



APENDICE 111 - CALCULO DA CURVA DE ARRHENIUS

0 calculo da curva de Arrhenius é feito pelo programa 1lis

tade a seguir. As seguintes partes compoem O programa:

Leitura dos dados

A leitura dos dados & feita pelo programa principal. Os

dados sao armazenados em arquivos cujo nome deve ter no maximo 5
digitos e extencdao DAT. '

Deve ser guardado o nome da bactéria em quest@o, o nimero
de temperaturas em que foram tomadas as leituras e o numero de tem

pos; a temperatura e os D.0O. tomados de 15 em 15 minutos e por fim

os coeficientes da '"reta de calibragao’.

Modificacoes nos dados

As D.0O. sdo convertidas em densidade celular atraves dos
coeficientes da reta de calibracao. A védriavel tempo ¢ gerada ten-
do em vista que a leitura de tempo € feita de 15 em 15 minutos. O

logaritmo neperiano da densidade € entao calculado.

Calculo das déclividades

Os dados s@o agrupados de 5 em 5-e & calculado uma decli-

vidade para cada grupo de dados. Consegue-se assim um numero de re

tess

nr = nt = §
onde nr & o numero de leituras, nt = (tempo do experimento em minu
tos) /15 '

As declividades sfo achadas pelo método de regressas: 1i-

near (Spiegel) atraves do subprograma REGR.

A declividade maxima & achada e sao fixados 2 pontos, um
superior e¢ outro inferior éujas declividades nao ultrapassem a 10%
da declividade maxima. E achada a equagao da reta que passa pelos
pontos experimentais entre o intervalo destes dois pontos estabele

cendo-se desta.forma a reta.
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Para o estabelecimento da curva de Arrhenius os coeficien
tes das retas achados para cada temperatura,conforme o descrito na
seccao anterior sdo guardados em uma variavel. As temperaturas ja

estao guardadas na variavel TEMPER.

Modificagbes nas variaveis

A seguir €& achado o logaritmo neperiano de DECL ¢ o inver
so da temperatura absoluta correspondente‘é temperatura TEMPER em
¢,

Os resultados sao guardados nas mesmas variaveis, isto €,

DEC)L (1) = ALOG (DECL (I)) e

TEMPER (I) = 1/(TEMPER (I) + 273) para I = 1,2,3,...,nt.

Calculc das declividades

Como no caso da curva de crescimento os dados sdo agrupa-
dos de 5 em 5, e acha-se as declividades. Quando essas mudam de
sinal, obtem-se o pon%o superior que se deve considerar. O ponto
inferior & estabelecido quando a declividade passa 100% no valor

do ponto superior.

O estabclecimento de erro tao grande se deve ao fato de
haver uma variacao muito grande das declividades no método apresen
tado para a curva de Arrhenius. Estabelecido o intervalo, acha-se

a reta pelo método de regressao linear.

Representacao grafica dos pontos

A curva de Arrhenius e da reta ajustada aos pontos € re-
presentada graficamente através do subprograma PLOT, na impressora

de linha acoplada ao computador.



SUBROUTINE PLOT(X,Y,N)

SUBPROGRAMA QUE FAZ A PLOTAGEM DOS PONTOS

AN

COMMON /PAR/C1,C2

DIMENSTON X(50),Y(5@),SAID(165)

DATA BRANC/Z' V/,VE/1VV/,XTX/ VX' / AST/ 1 %1V
A=C1

B=C2

¢ DEFINAMOS AS ESCALAS

EXs(X(N)eX(1))/57,

MA=1

MI=1

DO 1 I=2,N

TP(Y(I),GT,Y(MA)IMA=T
1 TFCY(MA) LT Y(M)IMI=T

EY=(Y(MA)«Y(MI)) /105,
¢ COLOCAMOS A ESCALA

PRINT 11@
110 FORMAT('11)
Yi=Y(MI)
Y2=Y (MI)+35 ,#EY
Y3=Y(MI)+70,%EY
YA=Y(MA)
| PRINT 111,Y1,Y2,Y3,Y4
111 FORMAT(T16,E9,2,751,E9,2,786,E9,2,7112,E9,2)
DO 2 I=1,105
; SATD (I)=BRANC
SATD(1)=VE
SATID(35)=VE
SAID(7@)=VE
SAID(105)=VE
PRINT 112,SAID
112 FORMAT(' 1,16X,105A1)
I7=1
DO 6 I=1,87
DO 3 J=1,185
3 SAID(J)=BRANC
XPTSX(1)+(Iv1)*EX
AA=A+B#XPT
JJ=ABS (AReY (MT)) /EY+1
TF((JJ,GTL195) YR, (JJ,LTS1))G0 TO 4
SAT(JJ)=AST _ o
4 TRCCXCTIIGLT ,XPT) ,OR, (X(I1),GE,(XPT+EX)))G0 TOSH
JS(Y(ITI)eY(MI))/EY+1
SATD(J)=XIX

ITI=TT+1
Go TO 4
5 PRI=1/XPTe273,
b PRINT 113,PRI,SAID
113 FORMAT(' 1,E9,2,6X,1085A1)
PRINT 114
114 PORMAT(' 1,2X,'LEGENDA: #+ FUNCAO AJUSTADA 3 X<PONTOS EX
|PERIMENTALS )
RETHRN
END

SUBROUTINE ORDCX,Y,NV)



EsTE SUBPROGRAMA ORDENA AS ABSTSSAS
DIMENSTON X¢10a),Y (12,

Do ?, II:NV’ 2"?'

Mp=1

DO 1 I=2,11
TP(X(I),GTeX(MA)IMARI
Al=Xx(1l)

A2=Y(1I)

X(IT)=X(MA)

Y(II)=Y(MA)

X(MA)Y=A1

Y(MA)=A2

RETURN

END i

FUNCTION INF(X,I1I,FAT)
DIMENSTION X(54)

T=0

IF(IIEQ,1)G0 TO 2

DO 1 I=ITel,i,el '
;F(ABSttX(InéchI))/chI)J.GT;FAT1GQ T 2
=0

INF=T 41

RETURN

END

PUNCTION ISUP(X,II,NT,PAT)

DIMENSTON X(5@)

TSTNT+1

IF(TI EQ,NT)GO 702

Dy § I=II,NT
TP(ABSC(X(I)®X(1I))/X(II)).GT,FATIGO TO 2
I=sNT+1

IsUR=I=1

RETURN

END

SUBROUTINE REGRES(II,IF)
COMMON /RESUL/X(58),Y(S2)
COMMON /PAR/CQ1,C2

Sx=0

S3Y=0

SX2=0

8X¥=¢

NUT=IF*"II+|

Dy 2 IsII,IF

SX=S8X+X(1)

SY=8Y+¥(I)
SXYSSXY+X(I1)#Y(1)
8X2a8X2+X(1)#X(1)
DENOSNUT#SX2#SX#S5X

Ci1=(SY*sX2«5X#sXY) /DENO

C2=(NUT%SXYeSX%SY)/DENO
RETURN

END

SUBROUTINE REGR(II,IF,NJ)

COMMON /PAR/CL,C2

COMMON /DADOS/YL100,50),X(160)
8X=0

s8y=0

s5X2=@

8Xy=a

NUT=STFeIT+|
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pY 2 I=II,IF

SX=SX+X(1)
SY=5Y+Y(T,Nd)
SX2=8X24X(I)#X(1)
DENO=NUT#SX2eSX#SX
Cl=(SY#5X4+SX#SXY)/DENO
C2=(NUT*SXY*SX%5Y) Z/DENO
RETURN

END

PROGRAMA PRINCIPAL

COMMON /RESUL/TEMPER(59),DECL(52)

COMMON /DADOS/X(14d,50),Y(106)/PAR/C1,C2
DIMENSION XI(50),D(109),TITUL(30)
CONC(AI=A/(C11%A+C22)

TNT=5

HT=15

LETTURA DOS DADOS

TYPE 7

ACCEPT 3,FIL2

CALL IFILE(C1,FIL2)
READ(1¢6)(TITULLT), ¥S1,30)
READ(1,1)INTPOS,NTPER

DO 10 J=1,NTPER
READ(1,2)TEMPER(J) ,XT(J), (X(TsJ),I=1,NTROS)
READ(1,2)C11,C22

END FILE {

GERACAD DA VARIAVEL Y(TEMPO)
Y(1)=9

DO 11 I=2,NTPOS

Y(L)SY(Iwt)+HT

MODIFICACOES EM X

DO 4 I=],NTROS

DO 4 J=1,NTPER '
X(T,JI)SCONCCCXCI,J)=XI(J))/1000,)
TI=1

IF=TI+1}

PRINT 5

TF(NTPOS JLTLIF)IF=NTPOS

FORMATO DO TITULO DO GRAFICO PARA A MASSA CELULAR
PRINT 55, (TITUL(K),K=1,39)

FORMATO S5¢ DO TINICIO DO QUADRO
PRTINT 56

FORMATO 57 DOS TEMPOS
PRTNT 57'(Y(K)'K=II'IF)
FORMATO S¢ DA LINHA DE SEPARACAO
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PRINT 58

DO 5¥ J=1,NTUPER

PRINT 59, TEMPER(J), (X(I,J),1%IT,1M)
PRINT 6&#

[T=TIF+1

TF(NTPOS,GT,IF)GO TO 53
PRINT S

PRINT 8, (TITUL(L),L=1,34)
DO 12 I=1,NTPOS

DO 12 J=1,NTPER
X(T,J)=ALOG(X(T,J))

CALCULO DAS DECLIVIDADES

DO 20 J=1,NTPER

DO 13 I=1,NTPOSeINT
fF(U(I).LE ,3,)G0 To 301
TF(D(I) 6T, DfMTN])MINII
CONTINUE

VER ATE QUE PONTO PARA BAIX0O SE DEVE CONSIDERAR(I1)
T{=INF(D,MIN, 1)

VER ATE QUE PONTO PARA CIMA SE DEVE CONSIDERAR (12)
[2=TSUP(D,MIN,NTPOS«INT, 51 )+INT

CALL REGR(Il Ii.d)

PRINT 9 ,TEMPER(J),C1,C2

DECL(J)=C2

MODIFICACOES NA DECLIVIDADE

DO 509 I={,NTPER
DECL(I)=ALOG(ABS(DECL(I)))
TEMPER(I)S1/(TEMPER(T)+273)

CALCULO DAS RETAS

CALL ORD(TEMPER,DECL,NTPER)

DO 529 JaI.NwPER-INT

CALL REGRES(J,J+iNT)

D(J)=C2

QUE PONTO A DECLIVIDADE MUDA DE SINAL
DO 530 J=4,NTPER=INT

TRCR(J) LT.a)Go T0 440

fpe=sde?

PONTO SUPERIOR

T1=1PT

PONTO INFERTOR

[2=18UP(D, IPT, NTPEthNT 1,2)+INT
TF(T2,NE, NTPER)I‘BI?'

CALL REGRES(T1,12)
CNER=+C2%1,9872
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PRINT 555,C1,C2,ENER
CALL PLOT(TEMPER,DECL,NTPER)
FORMAT(Y v, /2/,% EQUACAO DA RETA!,

11DE ARRHENIUS Y=1,E," + V,E," #X',///

24!

15X, ENERGIA DE ATIVACAOs ',E)
FORMAT(21)
FORMAT ( 36F)
FORMAT(AG)
FORMAT(CV 1)
FORMAT(3AGA1)
FORMAT(!  ARQUIVO EM QUE ESTAO CUARDADOS AS D,0,.5?1)
FORMAT(! 1,20XYRESULTADOS PARA ',30A1,//) N
PORMAT(! TEMpERATURAS',F6,1,4X,'Ci=1,F1946,4X,'02a8',F10

*I.'B]

Ze!
#!

FORMAT(! +,/,37X,'MASSA CELULAR EM G/L DE 1,30 At,/)

FORMATC! 0 ,120(¢ m?), 7,0 T!,2X,'"TEMPE=?,28/)000,107%,'11,/
T',2X, "RATURAY,2X, '3, 46X, 'TEMPO(MINYTOS)' ,47X,11',/, _
TV p1BXe ' TV, 109X, 10,7, T1,4%Xp,"'CRa' 3%, "1 ,107X('=1),'[")

FORMAT(" I',3X,'CENp,',2X,'1',12(2X,F4,08,% I'))

FORMATC! I',10('="'),'1',12(8('="),'1"))

FORMAT(! I ', ,F8y1,"' T',12(" ',F6,4,) 1))

FORMAT(! 1,128('=?))

CALL EXIT

END
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