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Resumo da Tese apresentada à COPPE/UFRJ como parte dos requisitos necessários

para a obtenção do grau de Doutor em Ciências (D.Sc.)

DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA DE MEDIÇÃO EM TEMPO REAL,

POR ESPECTROSCOPIA DE BIOIMPEDÂNCIA, CAPAZ DE DETERMINAR

A CONCENTRAÇÃO CELULAR

Marcos Antonio Salvino da Silva

Junho/2020

Orientador: Marcio Nogueira de Souza

Programa: Engenharia Biomédica

Este trabalho desenvolveu um sistema alternativo de medição de biomassa apli-

cado à monitorização em tempo real (online) de bioprocessos, através da espectrosco-

pia de bioimpedância, utilizando a técnica BIS-STEP. A construção deste trabalho

foi elaborada em duas etapas: a primeira, para testar a viabilidade da aplicação

desta técnica na monitorização de bioprocessos, cujos experimentos foram com leve-

dura comercial Saccharomyces cerevisiae. Nesta etapa, utilizou-se a regressão linear

multivariada (RLM) para estimar o número total de células totais e viáveis, através

dos parâmetros de bioimpedância. A segunda etapa, por interesse de Farmangui-

nhos/Fiocruz, para extrapolar esta técnica para bactéria Bacillus thuringiensis var.

israelensis (Bti). Este último (Bti) apresentou maior dificuldade na aplicação direta

da RLM comumente usada nas técnicas de espectroscopia dielétrica ou de bioim-

pedância. A solução encontrada, com o uso do parâmetro respiratório – demanda

de oxigênio (OUR), se apresentou mais abrangente e também pôde ser aplicada nos

dados obtidos dos experimentos da primeira etapa. Os resultados estatísticos foram

satisfatórios para ambos os microrganismos apresentando um coeficiente de corre-

lação de Pearson médio (r) acima de 0,9 e o modelo de Bland-Altman avaliou a

concordância entre os métodos analítico e de bioimpedância.
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Abstract of Thesis presented to COPPE/UFRJ as a partial fulfillment of the

requirements for the degree of Doctor of Science (D.Sc.)

DEVELOPMENT OF A REAL TIME MEASUREMENT SYSTEM, BY

BIOIMPEDANCE SPECTROSCOPY, ABLE TO DETERMINE CELL

CONCENTRATION

Marcos Antonio Salvino da Silva

June/2020

Advisor: Marcio Nogueira de Souza

Department: Biomedical Engineering

This work developed an alternative biomass measurement system applied for

real-time monitoring (online) of bioprocesses, through bioimpedance spectroscopy,

using the BIS-STEP technique. The construction of this work was carried out in two

stages: the first, to test the feasibility of applying this bioprocess monitoring tech-

nique, the experiments were carried out with the commercial yeast Saccharomyces

cerevisiae. In this step, use a linear regression multivariate (LRM) to estimate the

total number of total and viable cells, using bioimpedance parameters. The second

step, in the interest of Farmanguinhos/Fiocruz, to extrapolate this technique to bac-

teria Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti). The latter (Bti) presented greater

difficulty in the direct application of LRM commonly used in dielectric spectroscopy

or bioimpedance techniques. A solution found, using respiratory parameters - oxy-

gen uptake rate (OUR), shows the most comprehensive ones and can also be applied

to the data obtained from the first experiments. The statiscal results were satis-

factory for both microorganisms with an average Pearson correlation coefficient (r)

above 0.9 and the Bland-Altman model evaluated the agreement between analytical

and bioimpedance methods.
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Capítulo 1

Introdução

Um bioprocesso pode ser definido como um processo de aplicação industrial de

reações ou vias biológicas, mediadas por células vivas de animais, vegetais, micror-

ganismos ou por enzimas sobre condições controladas para a transformação de ma-

térias primas em produtos. Tais processos ocorrem normalmente em um biorreator,

onde no caso de um bioprocesso microbiano, as diversas fases de crescimento dos

microrganismos (latência, exponencial, estacionária e declínio (morte)) devem ser

monitoradas e controladas para maximizar o processo de biotransformação [BOR-

ZANI et al. (2001); DABROS et al. (2009); KIM et al. (2009); LEI (2014)].

O biorreator é o principal elemento em um bioprocesso industrial, pois nele se

desenvolvem as transformações desejadas através da rota bioquímica realizada pelos

microrganismos. Para se alcançar a transformação desejada, há dois procedimentos

que devem ser consideradas, a saber [BORZANI et al. (2001); PEREIRA JÚNIOR

et al. (2008)]:

• Tratamentos iniciais ou Upstream processes – procedimentos que antecedem a

operação no reator, cuja finalidade é adequar o sistema nas condições idealiza-

das previamente, de modo que as transformações ocorram como desejado. Por

exemplo, na produção de álcool etílico a partir da Saccharomyces cerevisiae,

a etapa de Upstream é caracterizada pelo crescimento celular e produção de

metabólito;

• Tratamentos finais ou Downstream processes – procedimentos que abrangem

a separação e a purificação dos produtos e subprodutos resultantes da rota

bioquímica, além do tratamento dos resíduos gerados.

Existem alguns métodos que são utilizados para a medição em tempo real (on-

line) da concentração da biomassa. Entre eles, a densidade ótica ou turbidimetria

que é baseada na transmissão, reflexão ou espalhamento da luz e que mede, por

absorbância (mais usual), a densidade total de células vivas e/ou mortas, além de

1



outras partículas encontradas no meio, bolhas de ar e agregação de células ou mi-

crorganismos. Este método necessita de uma curva de calibração prévia de acordo

com o microrganismo [DABROS et al. (2009); KIM et al. (2009)]. Tem-se também

o citômetro de fluxo que é um equipamento para avaliar bioprocessos na detecção

de uma proteína humana recombinada com a levedura Pischia pastoris [BROGER

et al. (2011)] e da concentração de esporos viáveis com fungo filamentoso Penicillium

chrysogenum [EHGARTNER et al. (2016)].

Outro método utilizado para medições em tempo real diz respeito a medição da

taxa de oxigênio consumido e da taxa de gás carbônico liberado, pois conhecendo-se

estas taxas específicas de cada microrganismo utilizado no meio de cultivo, pode-

se estimar a concentração de biomassa. A limitação desse método é que as taxas

são consideradas constantes durante todo o processo, embora elas possam variar

de acordo com o estado fisiológico do microrganismo em questão [DABROS et al.

(2009)].

Tem-se também, para medição em tempo real, métodos elétricos como a espec-

troscopia capacitiva ou dielétrica e a espectroscopia de bioimpedância [DABROS

et al. (2009); KIM et al. (2009); MARTINSEN e GRIMNES (2008a)]. O primeiro,

baseia-se no princípio de medição da parte reativa (imaginária) da impedância e

quantifica somente os microrganismos vivos em suspensão num meio de cultivo, os

quais agem como pequenos capacitores sob influência de um campo elétrico. Assim,

a capacitância total da suspensão é diretamente proporcional ao volume total de

microrganismos vivos afetados por este campo [DABROS et al. (2009); MARTIN-

SEN e GRIMNES (2008a)]. Alguns equipamentos comerciais que usam este método

necessitam para o seu correto funcionamento de uma curva de calibração prévia de

solução salina em diversas concentrações [DABROS et al. (2009)].

O segundo método elétrico baseia-se na medição da parte resistiva (real) e da

parte reativa (imaginária) da impedância. Verifica-se que este método utiliza o ante-

rior para a quantificação de microrganismos vivos, enquanto a parte resistiva avalia o

comportamento do meio de cultivo (suspensão). Em ambos os métodos se consegue

avaliar o comportamento morfológico, crescimento e a quantidade de microrganis-

mos vivos aderentes (eletrodos) normalmente através de varredura de senóides (mais

usual) [DABROS et al. (2009); YANG e BASHIR (2008)]. Entretanto, a literatura

mostra que o método de bioimpedância tem sido aplicado na monitorização de bi-

oprocessos somente em algumas condições específicas, tais como a quantificação de

microrganismos vivos em uma determinada fase de crescimento (fase exponencial)

onde se tem a esporulação [DINORÍN-TÉLLEZ-GIRÓN et al. (2015)]; a utilização

em minibiorreatores com densidade muito pequenas e fase exponencial [MARTINEZ

TERUEL et al. (2013)], na observação da morfologia dos microrganismos [SARRÓ

et al. (2015)] e da aderência dos microrganismos nos eletrodos [MARTINEZ TE-

2



RUEL et al. (2013)]. Na maior parte destas aplicações; é requerido um tempo de

aquisição de aproximadamente 100 s (1,67 min ou 1 min 40 s) para varredura de

frequência (normalmente, senóides), sendo repetida a cada 900 s (15 min), em al-

guns casos a cada hora [KARGUPTA et al. (2018); SARRÓ et al. (2012, 2015)],

dependendo das condições operacionais e de crescimento incluídas no bioprocesso.

Outro aspecto da espectroscopia de bioimpedância é o uso de sinais banda larga

no domínio do tempo, cuja principal vantagem está na varredura de várias compo-

nentes de frequência numa única excitação, bem como a aquisição de um número

menor de amostras. No domínio da frequência, facilita o algebrismo matemático e a

transformada de Fourier [KLÖSGEN et al. (2011)]. Tem-se, como exemplo, aplica-

ção de um degrau de tensão, sendo um sinal no domínio do tempo, denominado de

BIS-STEP (Bioelectric Impedance Spectroscopy STEP-voltage response) [NEVES e

SOUZA (2000)], tendo a resposta em corrente elétrica (no domínio da frequência,

possui ampla faixa de frequência) em um tempo menor de aquisição e, também, a

diminuição do intervalo de repetição da aquisição dos dados.

1.1 Objetivos

Verificar a viabilidade de uma técnica alternativa de espectroscopia de bioimpe-

dância, BIS-STEP [NEVES e SOUZA (2000)], no monitoramento de bioprocessos

envolvendo microrganismos com crescimento simples e complexo.

1.1.1 Geral

O presente trabalho propôs o desenvolvimento de um método de monitoramento

em tempo real do número total de microrganismos por espectroscopia de bioim-

pedância, baseada na resposta da corrente a excitação de um degrau de tensão

(BIS-STEP – Bioelectric Impedance Spectroscopy STEP-voltage response) [NEVES

e SOUZA (2000)].

1.1.2 Específicos

1. Avaliar a viabilidade da aplicação da técnica de espectroscopia BIS-STEP

na monitorização de biomassa microbiana em bioprocessos com experimentos

envolvendo microrganismos de crescimento simples;

2. Realizar estimativa numérica de biomassa; e

3. Aplicar o método desenvolvido, e avaliar sua capacidade de substituição dos

métodos clássicos (analíticos), no monitoramento de um bioprocesso industrial
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desenvolvido em Farmanguinhos, envolvendo microrganismo de crescimento

complexo.

1.2 Justificativa

A tendência atual é que as medições sejam realizadas em tempo real de modo a

agilizar as tomadas de decisões, evitando perdas de recursos e de materiais. Apesar

da crescente popularização da espectroscopia dielétrica (capacitiva) como método

de medição online, ainda se justifica a necessidade de desenvolvimento de novos

métodos que operam em tempo real e que possam contribuir com a diminuição do

tempo de medição, além de serem competitivos em termos de custo e substituírem

as importações, contribuindo para nossa balança comercial.

Cabe lembrar que nos processos fermentativos há a limitação técnica e finan-

ceira para quantificação do crescimento celular, pois o custo de um sensor de bio-

massa é elevado. Para se ter uma ideia, as empresas internacionais (Infors HT®,

Bioengineering®) que comercializam biorreatores com sensor de biomassa, a saber:

• Optek® → Turbidímetro - ASD12-N e ASD25-N (método analítico);

• Mettler-Toledo® → Turbidímetro - InPro8000 (método analítico); e

• Aber® → Espectroscopia dielétrica (método elétrico).

Observa-se que há somente um método elétrico para quantificação de células

ou microrganismos em tempo real. A nova ferramenta desenvolvida no presente

trabalho poderia ser apresentada ou oferecida como uma alternativa ao mercado

existente.
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Capítulo 2

Fundamentos

Nesse capítulo serão apresentados os conceitos relativos à biotecnologia, e aos

bioprocessos e biorreatores, à espectroscopia de bioimpedância e aos eletrodos utili-

zados em tal método de medição empregados no desenvolvimento desta tese.

2.1 Biotecnologia e Bioprocesso

2.1.1 História da Biotecnologia

O homem utiliza microrganismos na transformação da matéria desde tempos

remotos, observando que alguns processos se desenvolviam naturalmente devido à

presença de microrganismos no meio ambiente ao seu redor. Os povos que habitavam

antes de 6000 AC a região atualmente conhecida como Oriente Médio já produziam

álcool através de leveduras. Por volta de 2500 AC, a produção de queijos na Ásia

utilizava o Penicillium rouquefortii e processo de fabricação de koji (base do molho

de soja) usava-se o fungo Aspergillus oryzae, antes de ser difundido no Japão no

século VII [BORZANI et al. (2001); SANCHES (2006)].

A partir do século XIX, Luis Pasteur estudou a função dos microrganismos na

produção de gêneros alimentícios fermentados (vinho, cerveja, queijo, iogurte) e

de outros produtos (combustíveis e química fina); identificando diversos processos

microbiológicos e descobrindo um dos mais importantes princípios da fermentação:

a produção de metabólitos primários e secundários utilizando-se de substratos e

microrganismos. Isolando alguns microrganismos em um meio de cultivo adequado,

Pasteur conseguiu desvendar a base para a produção em larga escala de antibióticos

[BORZANI et al. (2001); SANCHES (2006)].

Nos primórdios da biotecnologia, os agricultores foram capazes de selecionar as

melhores e mais adequadas sementes e/ou culturas; isto é, as de maiores rendimen-

tos, para produzir alimentos suficientes para sustentar uma população crescente.

Posteriormente, outros povos produziram o processo de fermentação lática, resul-
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Figura 2.1 – Produção de metabólitos: primário e secundário.
Fonte e adaptada de: http: // colegiovascodagama. pt/ ciencias3c/ decimo/ unidade312. html

tando na fermentação e na preservação de outras formas de alimentos [BORZANI

et al. (2001); SANCHES (2006)].

A produção de metabólitos, tanto primários quanto secundários, é representada

pela curva padrão de crescimento celular apresentada na Figura 2.1. Os metabólitos

primários, como o etanol, são formados durante a fase de crescimento exponencial

(também conhecida como tropofase) paralelamente à produção de novas células. Já

os metabólitos secundários, como penicilina e polissacarídeos, são produzidos na fase

estacionária (também conhecida como idiofase) [BORZANI et al. (2001); SANCHES

(2006)].

Até o final da década de 1960 o termo biotecnologia era empregado principal-

mente na indústria de alimentos e na agroindústria. A partir daí, começou a ser

difundido por instituições científicas de renome em referência às técnicas de labo-

ratório desenvolvidas em pesquisa biológica ou cultura de tecidos. A Biotecnologia,

considerada como uma área interdisciplinar do conhecimento, abrange as áreas de

Biologia, da Engenharia e da Química, atuando principalmente em sete categorias

setoriais conforme ilustrado na Figura 2.2 [BIOMINAS (2007); BORZANI et al.

(2001); SANCHES (2006)].

2.1.2 Bioprocessos

Bioprocessos são processos, fermentativos ou não, realizados por células vivas

de animais, vegetais, microrganismos ou por enzimas, doravante utilizado micror-

ganismo e/ou célula. O termo “fermentação” possui diversos significados em função

da área do conhecimento que o utiliza. Geralmente o termo significa qualquer pro-

cesso de cultura de microrganismos que ocorre na presença do ar (aeróbica) ou na

ausência dele (anaeróbica) [BORZANI et al. (2001); SANCHES (2006)]. A defini-
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ção bioquímica de fermentação era conhecida como “fermentador”, sendo utilizado

para descrever os tanques aeróbicos onde acontecia o cultivo de microrganismos.

Começou-se a utilizar o termo “biorreator”, em condições aeróbicas e anaeróbicas,

para descrever o equipamento onde se realizavam os cultivos de microrganismos,

sendo construídos com diferentes materiais em função do processo fermentativo. O

produto final encontra-se dentro da célula ou microrganismo (intracelular) ou fora

dela (extracelular) (Figura 2.3) [BORZANI et al. (2001); PEREIRA JÚNIOR et al.

(2008); SANCHES (2006)].

Figura 2.2 – Áreas de atuação da Biotecnologia.
Fonte e adaptada de: BIOMINAS (2007)

Figura 2.3 – Rotas bioquímicas da levedura Saccharomyces cerevisiae, por exemplo,
produção extracelular de etanol.

Fonte e adaptada de: https: // phdinbeer. com
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A fermentação e seus processos tem grande importância em vários setores, como

na indústria química, farmacêutica, alimentícia e agricultura [PEREIRA JÚNIOR

et al. (2008); SANCHES (2006)], podendo o processo de fermentação ser resumido

em quatro etapas primordiais, a saber [BORZANI et al. (2001); PEREIRA JÚNIOR

et al. (2008); SANCHES (2006)]:

• Preparação do meio de cultivo (ou reacional), onde sua composição é depen-

dente do produto final;

• Fermentação, que é o processo em que os microrganismos transformam o meio

de cultivo (matéria-prima) no produto final;

• Finalização, que pode ser definida como o processo em que se obtém o produto

desejado (final) com qualidade e pureza; e

• Geração de resíduos, que afeta o custo do produto final em função do meio de

cultivo, podendo corresponder em até 70%. Assim, quanto mais barato for o

meio de cultivo, menor será o custo do produto final.

A Tabela 2.1 apresenta alguns produtos resultantes de processos fermentativos.

Tabela 2.1 – Produtos de origem fermentativa.

Produto da Fermentação Microrganismo Aplicação

Etanol
Saccharomices cerevisiae Química Fina

(não usado em bebidas)

Ácido 2-cetoglucônico Pseudomonas sp. Ácido D-araboascórbico

Pectinase Aspergillus niger Agente clarificante em

Protease A. aureus sucos de frutas

Amilase bacteriana Bacillus subtilis Amido modificado

Protease bacteriana Bacillus subtilis Removedor de manchas

Dextrano Leuconostoc mesenteroides Estabilizador alimentício

Cobalamina (vit. B12) Streptomyces olivaceus Suplemento alimentar

Ácido glucônico Aspergillus niger Produtos farmacêuticos

Ácido lático Rhizopus oryzae
Alimentos e

Produtos farmacêuticos

Acetona-butanol Clostridium acetobutylicum
Solventes e

intermediários químicos

Insulina E. coli
Terapia Humana

Interferon recombinante

Levedura de pão Lactobacillus bulgaricus
Produção de pães,

queijo e iogurte

Penicilina Penicillum chrysogenum Antibióticos

Cefalosporina Cephalosparium ecremonium Antibióticos

Eritromicina Streptomyces erythreus Antibióticos
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Os microrganismos podem ser cultivados em diferentes escalas: de bancada ou

laboratorial, piloto e de planta industrial. Para a escala de bancada (laboratorial)

o volume varia de alguns decilitros a centenas de litros; entretanto para uma planta

industrial este volume pode chegar a centenas de milhares de litros [BORZANI et al.

(2001); PEREIRA JÚNIOR et al. (2008); SANCHES (2006)].

Objetivando minimizar as perdas materiais e econômicas, o processo é iniciado

em escala laboratorial para investigar qual é o melhor microrganismo a ser utilizado,

qual é o melhor meio de cultivo que proporcionará um crescimento adequado e quais

são as condições operacionais e/ou parâmetros para a obtenção do produto desejado

(Figura 2.4). Normalmente os parâmetros comumente estudados são: transferência

de massa, agitação do meio de cultivo, taxa de crescimento do microrganismo, for-

mação de espuma, taxa de diluição, forma e tamanho do biorreator/fermentador,

pH do meio, temperatura entre outros [GOMES (2010); PEREIRA JÚNIOR et al.

(2008); ROCHA (2009)].

Figura 2.4 – Exemplos de produtos finais de fermentação conforme o microrganismo.
Fonte e adaptada de: http: // colegiovascodagama. pt/ ciencias3c/ decimo/ unidade312. html

2.1.3 Biorreatores

Biorreatores são equipamentos onde os processos de cultivo de microrganismos se

desenvolvem em sistemas abertos (aeróbicos) ou fechados (anaeróbicos), permitindo

a manipulação dos parâmetros físico-químicos envolvidos, tais como pH, concentra-

ção de reagentes, transferência de calor e massa, aeração, agitação dentre outros;

objetivando a obtenção de um melhor rendimento em biomassa e/ou produto, além

de minimizar os custos do processo de produção [PEREIRA JÚNIOR et al. (2008);

ROCHA (2009)].
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Como já mencionado, a nível industrial, os produtos são gerados em biorreatores

ou fermentadores, destacamos três comumente utilizados [PEREIRA JÚNIOR et al.

(2008); ROCHA (2009)]:

• Tanque agitado (em inglês: Stirred Tank Bioreactor): Este é o tipo mais usado

em fermentação, permitindo a utilização em sistema fechado (descontínuo),

semicontínuo ou contínuo, conforme mostra a Figura 2.5. A principal diferen-

ciação dos demais reatores é que este possui um agitador mecânico provido de

um eixo central com diversas pás. Além disso, alguns modelos deste biorreator

pode possuir uma entrada de gás e uma camisa de aquecimento, cuja função

é manter a temperatura do meio constante.

Figura 2.5 – Representação simplificada do Tanque Agitado.
Fonte e adaptada de: https: // en. wikipedia. org/ wiki/ Continuous_ stirred-tank_ reactor

• Reator com circulação por arejamento (em inglês: Airlift): A agitação deste

biorreator é realizada pela circulação do líquido no seu interior. Ele é consti-

tuído por dois tubos, conectando o topo com o fundo, conforme a Figura 2.6.

O ar é injetado no fundo do reator com a pressão muito pequena – quase nula,

fazendo com que o líquido circule por diferença de densidade entre os tubos.

• Reator empacotado (em inglês: Packed-bed and fuidized bed reactor): Este

reator é constituído por um tubo cheio de partículas de (bio)catalisador, cuja

alimentação pode ser feita pela extremidade inferior ou superior (Figura 2.7).

Os biorreatores possuem quatro modos de operação, a saber [PEREIRA JÚNIOR

et al. (2008); ROCHA (2009)]:

• Fechado ou descontínuo: o biorreator é preparado com o meio fermentativo,

podendo ser substratos (biocatalizadores), e adiciona-se somente ácido ou base
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Figura 2.6 – Representação simplificada de um Reator com Circulação por Areja-
mento.

Fonte e adaptada de: https: // commons. wikimedia. org/ wiki/ File: Airlift_ bioreactor. jpg

para manter o pH constante. Considera-se que o processo finalizou quando o

substrato do meio fermentativo foi totalmente consumido;

• Semicontínuo: O biorreator é preparado, parcialmente, com o meio fermenta-

tivo e no decorrer do processo adiciona-se o substrato, continuamente ou não,

até atingir o volume desejado, onde a produtividade máxima é alcançada;

• Contínuo: A característica principal é a manutenção do volume constante,

considerando as entradas e as saídas do biorreator; e

• Batelada alimentada: É caracterizada pela alimentação contínua das culturas,

de um ou mais nutrientes, sem a necessidade de retirada de material durante

a operação.

Figura 2.7 – Representação simplificada de um Reator Empacotado.
Fonte e adaptado de: https: // en. wikipedia. org/ wiki/ Fluidized_ bed_ reactor
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2.1.4 Microrganismos utilizados

2.1.4.1 Levedura Saccharomyces cerevisiae

Inicialmente, a levedura Saccharomyces cerevisiae foi utilizada por ser um micror-

ganismo conhecido e estabelecido no mercado, cuja reprodução se dá pelo processo

de fissão binária, também conhecida por bipartição ou cissiparidade, consistindo na

divisão de uma célula em duas, cada uma possui o mesmo genoma da "célula-mãe",

conforme mostra Figura 2.8. A temperatura de crescimento ótimo é em torno de

30 ℃ [WALSH e MARTIN (1977)].

Figura 2.8 – Reprodução celular por fissão binária, onde cada célula gera duas células
e todas possuem o mesmo genoma da "célula-mãe".

Fonte e adaptada de: https://doi.org/10.1016/B978-0-12-370519-8.00003-1

2.1.4.2 Bactéria Bacillus thuringiensis var. israelensis – Bti

De interesse de Farmanguinhos/Fiocruz, onde trabalha o autor, a bactéria Ba-

cillus thuringiensis var. israelensis – Bti possui um crescimento complexo, onde

suas células vegetativas mudam para a forma esporulante (Figura 2.9) em função do

esgotamento de nutrientes ao longo do tempo.

O trabalho de SARRAFZADEH et al. (2005) mostrou que após uma fase lag

curta duração, a primeira fase do crescimento do Bti é caracterizada por uma fase

de crescimento rápido seguida por uma fase onde o crescimento mais lento é obser-

vado (fases Φ1 e Φ2 na Figura 2.10). Ambas as fases estão associadas à produção de

células vegetativas. O esgotamento dos nutrientes do meio de crescimento ao final da

segunda fase de crescimento induz o início da esporulação (fase Φ3 na Figura 2.10),

levando à transformação morfológica e à formação de esporos que caracterizam a

terceira fase. Nesta condição, a bactéria Bti esporula, produzindo um esporo e
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Figura 2.9 – Forma esporulante da bactéria Bacillus thuringiensis var. israelensis -
Bti, apresentando o esporo (E) e o cristal (C). A barra indica 5µm.
Fonte e adaptada de: https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1519-566X2010000500016

corpo para-esporal, este último constituído principalmente de uma ou mais proteí-

nas inseticidas (também conhecida como δ-endotoxina(s)) sob a forma cristalina,

inseridos numa membrana exosporium [FEDERICI et al. (2010)].

Estas três fases de crescimento não são facilmente identificadas pela evolução

da concentração de biomassa ao longo do tempo [SARRAFZADEH et al. (2005)].

Alterações metabólicas associadas às três fases de crescimento anteriormente men-

cionadas levam as células a consumir os substratos e a exigir altas quantidades de

oxigênio durante a fase vegetativa [RIVERA et al. (1999)]. Por outro lado, a de-

manda celular de oxigênio é muito baixa após o deslocamento da fase vegetativa

para a fase esporulante. Isso ocorre porque um ou mais nutrientes são depletados

no meio de cultura e as células vão para um estágio em que há mudanças signifi-

cativas da membrana do citoplasma e a construção de uma camada protetora ao

redor do DNA da célula, ou seja, o desligamento do metabolismo normal das células

[SARRAFZADEH et al. (2005); STRAGIER e LOSICK (1996)].

2.1.5 Teoria da Demanda de Oxigênio — OUR (Oxygen Up-

take Rate)

Na estimativa da concentração celular de microrganismos a partir dos parâmetros

respiratórios (oxigênio consumido), considera-se que o teor de oxigênio dissolvido no

meio de cultivo não foi limitado e admitindo-se que o microrganismo em questão

estivesse utilizando somente a via respiratória. Então, o quociente respiratório é

igual a 1, isto é, para cada 1 mol O2 consumido, 1 mol CO2 produzido. Assim,

tem-se que a vazão de oxigênio que entrou no biorreator foi maior à vazão que saiu

do biorreator [PANAROTTO (2014)]:

OUR =
Fent − Fsai

V
· 100 (2.1)

onde:

OUR representa a demanda de oxigênio pelo cultivo (mmol/L/h);
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Figura 2.10 – Resultados do monitoramento de uma cultura de Bacillus thuringiensis
num biorreator (fed-bacth): a contagem de células totais (CT ) e vegetativas (CV )
utilizando um hemocitômetro de Thoma. Células esporuladas não lisadas foram
contadas como esporos. Esporulação total (ST ) como a razão de células esporuladas
lisadas e não lisadas. A porcentagem de células lisadas esporuladas versus contagem
total de células foi calculada como esporo maduro (SM).

Fonte: SARRAFZADEH et al. (2005)

Fent representa a vazão de entrada da fração molar de O2 (mol/h);

Fsai representa a vazão de saída da fração molar de O2 (mol/h); e

V representa o volume do meio de cultivo (L).

A literatura [PANAROTTO (2014); ZABRISKIE e HUMPHREY (1978)] propu-

seram que a demanda de oxigênio (OUR) (Equação 2.1) pode ser correlacionada com

a taxa de crescimento específico, concentração celular, além de outros parâmetros

intrínsecos do microrganismo e ser reescrita como:

OUR

X
= m0 +

1

YG0

µ = m0 +
1

YG0

[

1

X

dX

dt

]

∴ OUR = m0X +
1

YG0

[

dX

dt

]

(2.2)

onde:

m0 representa o coeficiente de manutenção para o oxigênio (mmolO2/g/h);

µ representa a taxa de crescimento específico de um microrganismo (h−1);

1
YG0

representa o rendimento celular do consumo de oxigênio (g/mmolO2); e

X representa a concentração celular (g/L).
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2.2 Bioimpedância

2.2.1 Introdução

A impedância elétrica é a oposição que um sistema, biológico ou não, oferece

à passagem da corrente elétrica. Uma tensão elétrica senoidal (v) aplicada num

sistema leva a circulação de uma corrente elétrica (i), cuja intensidade depende

desta oposição. A impedância elétrica é uma grandeza complexa obtida pela razão

entre a tensão v e a corrente i, sendo constituída por uma parte real ou resistiva R

(resistência) e por uma parte imaginária ou reativa X (reatância) [MARTINSEN e

GRIMNES (2008a)] (Equação 2.3).

Z =
v

i
= R + jX (2.3)

A admitância é uma propriedade elétrica inversa da impedância, constituída

por uma parte real G (condutância) e por uma parte imaginária B (susceptância),

expressando a facilidade que um sistema possui em propiciar um fluxo de corrente

(Equação 2.4). Imitância, por sua vez, é um termo genérico usado para se referir à

impedância ou à admitância [MARTINSEN e GRIMNES (2008a)].

Y =
1

z
= G+ jB (2.4)

O termo bioimpedância diz respeito à impedância elétrica de um sistema bio-

lógico ou, às vezes, à técnica da medida utilizada para se medir tal propriedade,

fornecendo informação a respeito do substrato biológico por ser influenciada pela

mudança da dimensão física e/ou propriedade condutiva dos tecidos [MARTINSEN

e GRIMNES (2008a)].

Em 1950, Herman Paul Schwan descobriu a dependência da frequência na pas-

sagem da corrente elétrica em um tecido muscular (Figura 2.11), sendo interpretada

como consequência do fenômeno de relaxação dos constituintes dielétricos existentes

nos tecidos biológicos. Embora as propriedades dielétricas dos substratos biológicos

variem muito de substrato para substrato, o comportamento típico é caracterizado,

distintamente, por três grandes dispersões dielétricas, muitas vezes referidas como

dispersões α, β e γ. Schwan foi um dos primeiros pesquisadores a definir estas

dispersões ou regiões de frequência para as propriedades dielétricas de materiais e

substratos biológicos (Figura 2.12) [MARTINSEN e GRIMNES (2008b)].

As características de dispersões dielétricas entre 10Hz e dezenas de MegaHertz

(regiões de dispersão α e β) geralmente são associadas com os processos de difusão

das espécies iônicas (dispersão α) e as propriedades dielétricas das membranas ce-

lulares e as suas interações com os eletrólitos extra e intracelular (dispersão β). As

propriedades dielétricas da região γ são atribuídas principalmente ao teor aquoso das
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espécies biológicas e a presença de moléculas pequenas (Figura 2.12). Alguns autores

fazem referência a uma quarta região de dispersão chamada δ, entre as dispersões

β e γ em torno de 100 MHz, pode ser causada pelo momento dipolares das gran-

des moléculas (proteínas) [KUANG e NELSON (1998); MARTINSEN e GRIMNES

(2008b)].

Figura 2.11 – Comportamento da corrente elétrica num substrato biológico – exem-
plo.

Fonte e adaptado de: http: // upcommons. upc. edu/ bitstream/ handle/ 2099. 1/ 8526/ memoria. pdf

Figura 2.12 – Propriedades elétricas, permissividade e condutividade, do substrato
biológico em função da frequência.

Fonte e adaptado de: http: // cdn. intechopen. com/ pdfs-wm/ 40870. pdf

A bioimpedância é influenciada pela frequência do sinal elétrico, pela intensi-

dade da própria corrente elétrica, por processos eletroquímicos, pela temperatura,

pelo potencial de hidrogênio (pH), pelo estado de hidratação, pela viscosidade do

fluido ou substrato biológico em questão, entre outros fatores [KUANG e NELSON

(1998); MARTINSEN e GRIMNES (2008b)]. Consequentemente, como já mencio-

nado, a bioimpedância pode fornecer informações sobre os processos eletroquímicos

no substrato biológico, caracterizando-o ou monitorando as mudanças fisiológicas

nos mesmos [KUANG e NELSON (1998); MARTINSEN e GRIMNES (2008c)].
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2.2.2 Espectroscopia de Bioimpedância – (do Inglês BIS –

Bioelectrical Impedance Spectroscopy)

As propriedades dielétricas de um material refletem a orientação de cargas elé-

tricas dentro deste na presença de um campo elétrico externo (Figura 2.13). O

comportamento dielétrico dos materiais biológicos é sempre dependente da frequên-

cia [BARSOUKOV e MACDONALD (2005); KUANG e NELSON (1998); PETHIG

e KELL (1987)]. Uma resposta é considerada linear se as propriedades dielétricas

forem independentes da intensidade do campo elétrico; isto é válido se a intensidade

deste campo interferir minimamente no meio [KUANG e NELSON (1998); PETHIG

e KELL (1987)].

Considerando o modelo elétrico de um capacitor com perdas como o apresentado

na Figura 2.13, tem-se que a admitância do circuito paralelo é:

Y = G+ jωC (2.5)

onde:

C = ε · ε0
(

A

d

)

(2.6)

e

G = σ

(

A

d

)

(2.7)

onde A é a área (m2), d é a distância entre os eletrodos (m), Y é a admitância (S),

ω é a frequência angular (rad/s), ε é a permissividade relativa complexa, ε0 é a

permissividade relativa no vácuo
(

8, 85× 10−12 F
m

)

, C é a capacitância (F ), σ é a

condutividade do material biológico (S/m) e G é a parte real da condutância (S).

Figura 2.13 – Propriedades dielétricas de um material com eletrodos de placas pa-
ralelas, cuja área é A e a distância entre elas é d, a) Representação física e b) Re-
presentação elétrica.

Fonte e adaptado de: KUANG e NELSON (1998).

Assume-se que se um campo elétrico harmônico E é aplicado ao material, uma
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densidade de corrente J induzida no seu interior pode ser expressa por [BARSOU-

KOV e MACDONALD (2005); KUANG e NELSON (1998)]:

J = σsE+ jωε0εE = σsE+ jωε0

(

ε
′ − jε

′′

)

E (2.8)

onde σs é condutividade do material em corrente contínua, ω é a frequência angular

do campo elétrico aplicado, ε0 é a permissividade no vácuo (8, 85 × 10−12 F
m

), ε é

a permissividade relativa complexa, ε
′

é a constante dielétrica (parte real) e ε
′′

é

o fator de perda (parte imaginária). Para materiais biológicos, onde ε geralmente

é dependente da frequência, a Equação 2.8 pode ser reescrita como [KUANG e

NELSON (1998)]:

J =
(

σs + ωε0ε
′′

)

E+ jωε0ε
′

E = σE+ jωε0ε
′

E (2.9)

onde σ é a condutividade do material biológico. As propriedades elétricas de um ma-

terial podem ser representadas de duas formas, (Equações 2.8 e 2.9), pela constante

dielétrica (ε
′

), pelo fator de perda (ε
′′

) e pela condutividade em corrente contínua

(σs) ou pela constante dielétrica e pela condutividade (σ). As duas representações

se relacionam da seguinte forma [KUANG e NELSON (1998)]:

σ = σs + ωε0ε
′′

(2.10)

Note que para materiais biológicos, σs é principalmente devida à condução iônica,

enquanto que ωε0ε
′′

resulta da relaxação dielétrica.

A constante dielétrica e o fator de perda não são independentes entre si. Para

uma resposta dielétrica linear e causal, as relações de Kramers-Kronig permitem a

conexão entre eles e podem ser escritas por [BARSOUKOV e MACDONALD (2005);

KUANG e NELSON (1998)]:

ε
′

(ω)− ε∞ =
2

π

∫

∞

0

uε
′′

(u)

u2 − ω2
du (2.11)

ε
′′

(ω) = −
2ω

π

∫

∞

0

ε
′

(u)− ε∞
u2 − ω2

du (2.12)

onde ε∞ é a constante dielétrica em uma frequência muito alta e u é uma variá-

vel real de integração. Estas relações são úteis na interpretação das medidas das

propriedades dielétricas dependentes da frequência.

Como já mencionado, as moléculas polares nos materiais se reorientam sob a

influência de um campo elétrico externo. Deste modo, elas contribuem para a po-

larização e exibição do fenômeno de relaxação dielétrica, o qual é normalmente

expresso pelos tempos ou constantes de relaxação (τ). As cargas livres no interior
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de um material heterogêneo podem ser bloqueadas pelas interfaces em seu interior.

A relaxação dielétrica é sempre um processo dependente da frequência. Um meio

dielétrico expresso por uma única constante de tempo de relaxação, conhecida como

equação de Debye, pode ser descrito pela sua permissividade como [BARSOUKOV

e MACDONALD (2005); KUANG e NELSON (1998); PETHIG e KELL (1987)]:

ε = ε∞ +
εs − ε∞
1 + jωτ

(2.13)

onde ε∞ é a constante dielétrica em uma frequência maior que 1
2πτ

, εs é a constante

dielétrica estática (ou em frequência muito baixa) e τ é o tempo de relaxação.

Da equação 2.13, a constante dielétrica (parte real) e o fator de perda (parte

imaginária) podem ser reescritos da seguinte forma:

ε
′

= ε∞ +
εs − ε∞
1 + jω2τ 2

(2.14)

ε
′′

= (εs − ε∞)
ωτ

1 + jω2τ 2
(2.15)

Deste modo, a condutividade de um dielétrico com um único tempo de rela-

xação pode ser expressa de acordo com as Equações 2.10 e 2.13 [BARSOUKOV e

MACDONALD (2005); KUANG e NELSON (1998)] como:

σ = σs + (σ∞ − σs)
ω2τ 2

1 + jω2τ 2
(2.16)

onde

∆σ = (σ∞ − σs) =
ε0(εs − ε∞)

τ
(2.17)

Um meio com uma única constante de tempo é raro de acontecer, exceto para

compostos polares puros. Estendendo os conceitos anteriores às propriedades di-

elétricas com diversos tempos de relaxação, a permissividade relativa complexa é

[KUANG e NELSON (1998)] expressa como:

ε = ε∞ +
∆ε1

1 + ωτ1
+

∆ε2
1 + ωτ2

+ · · · (2.18)

onde ε∞ é a constante dielétrica na frequência muito alta, τi é o tempo de relaxação

da i− ésima dispersão dielétrica e ∆εi = εsi − ε∞i é o incremento dielétrico para a

relaxação do i− ésimo dielétrico. Separando em parte real e imaginária a Equação

2.18, a constante dielétrica e o fator de perda, respectivamente, podem ser escritos

como:

ε
′

= ε∞ +
∆ε1

1 + ω2τ 21
+

∆ε2
1 + ω2τ 22

+ · · · (2.19)
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ε
′′

= ∆ε1
ωτ1

1 + ω2τ 21
+∆ε2

ωτ2
1 + ω2τ 22

+ · · · (2.20)

enquanto que a condutividade pode ser escrita como:

σ = σs +∆σ1
ω2τ 21

1 + ω2τ 21
+∆σ2

ω2τ 22
1 + ω2τ 22

+ · · · (2.21)

onde

∆σ =
ε0∆εi
τi

(2.22)

Se a distribuição dos tempos de relaxação exibir tempos razoavelmente próximos,

considerando uma faixa de frequências, a Equação 2.18 pode ser reescrita por uma

integral [BARSOUKOV e MACDONALD (2005); KUANG e NELSON (1998)]:

ε = ε∞ + (εs − ε∞)

∫

∞

0

f(t)

1 + jωτ
dτ (2.23)

onde f(τ) é a função de distribuição dos tempos de relaxação.

Uma abordagem geral na interpretação dos dados experimentais é inferir em

f(τ), identificando os mecanismos físicos. Tal tentativa envolve a modelagem de

processos físicos e, geralmente, é consideravelmente complexa [KUANG e NELSON

(1998)].

Outra abordagem puramente empírica permite, principalmente, parametrizar os

dados sem esclarecer o mecanismo físico. Uma equação que descreve esta abordagem

empírica, conhecida como Cole-Cole α, tem sido amplamente usada na literatura

[BARSOUKOV e MACDONALD (2005); KUANG e NELSON (1998); PETHIG e

KELL (1987)] e pode ser descrita como:

ε = ε∞ +
εs − ε∞

1 + (jωτ)1−α
(2.24)

onde 0 ≤ α ≤ 1 é um parâmetro ajustável que indica a distribuição do tempo de

relaxação. Para materiais biológicos, o valor de α deve estar compreendido entre

0, 3 e 0, 5, permitindo um grande espectro dos tempos de relaxação.

A representação gráfica é muito útil para mostrar a relaxação dielétrica. Consi-

derando um único tempo de relaxação (Debye – Equação 2.13), tem-se os gráficos

apresentados na Figura 2.14 [BARSOUKOV e MACDONALD (2005); KUANG e

NELSON (1998); PETHIG e KELL (1987)].

Fazendo j(1−α) = cos(1−α
2
π)+jsen(1−α

2
π), obtém-se a parte real da Equação 2.24

(Cole-Cole α) [BARSOUKOV e MACDONALD (2005); DABROS et al. (2009);
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(a) (b)
a

Figura 2.14 – Único tempo de relaxação em função da frequência. a) parte real (ε
′

)
e imaginária (ε

′′

) da permissividade complexa em função da frequência. b) parte
real (ε

′

) da permissividade complexa e da condutividade (σ) do dielétrico em função
da frequência.

Fonte e adaptado de: https: // naldc. nal. usda. gov/ download/ 34220/ PDF

KUANG e NELSON (1998)]:

ε
′

(ω) =
∆ε

(

1 + ( ω
ωc
)1−αsen(π

2
α)

)

1 + ( ω
ωc
)2−2α + 2( ω

ωc
)1−αsen(π

2
α)

+ ε∞ (2.25)

Evidenciando ε na Equação 2.6 e substituindo na Equação 2.25, tem-se que

a capacitância do material dielétrico para uma determinada faixa de frequência é

[DABROS et al. (2009)]:

C(f) =
∆C

(

1 + ( f

fc
)1−αsen(π

2
α)

)

1 + ( f

fc
)2−2α + 2( f

fc
)1−αsen(π

2
α)

+ C∞ (2.26)

onde ∆C é a variação da capacitância para uma dada faixa de frequência, fc é a

frequência característica e C∞ é o componente de alta frequência.

Da mesma forma, tem-se que a condutividade pode ser expressa por [DABROS

et al. (2009)]:

σ(ω) =
−∆σ

(

1 + ( ω
ωc
)1−αsen(π

2
α)

)

1 + ( ω
ωc
)2−2α + 2( ω

ωc
)1−αsen(π

2
α)

+ (σs +∆σ) (2.27)

As Equações 2.25 ou 2.26 são comumente utilizadas para a espectroscopia dielétrica

ou capacitiva (utiliza somente a parte reativa da impedância), pois se observa que a

capacitância total é proporcional à quantidade de microrganismos vivos [DABROS

et al. (2009)]. As particularidades desta técnica serão discutidas mais adiante.

Já a espectroscopia de bioimpedância, além de usar as Equações 2.25 ou 2.26,

utiliza também a parte real da impedância expressa pela Equação 2.27. Da mesma
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forma, as particularidades desta técnica, também, serão discutidas mais adiante.

Observa-se que as espectroscopias, capacitiva e de bioimpedância, são determina-

das em função da frequência, normalmente usando sinais senoidais, cujas amplitudes

variam conforme o meio de cultivo e o microrganismo sob estudo. Este método é co-

nhecido como Análise de Bioimpedância Multifrequencial (MFBIA – MultiFrequency

BioImpedance Analyzer).

Outro método de análise de bioimpedância tem como característica a utilização

de um sinal de excitação no domínio do tempo que possua uma ampla banda de

frequências. Difere dos métodos que utilizam excitação senoidais, sendo denomi-

nado de Espectroscopia de Bioimpedância Elétrica (BIS). Diferente do que ocorre

nos dois métodos anteriores, onde a dependência da impedância com a frequência é

caracterizada somente em alguns pontos, a BIS permite a obtenção e um espectro

“contínuo” mediante, por exemplo, aplicação da transformada de Fourier da resposta

do sistema e da excitação. Um exemplo de método de espectroscopia de bioimpe-

dância é aquele baseado na resposta de corrente à aplicação de um degrau de tensão

[NEVES e SOUZA (2000)], doravante denominado BIS-STEP, onde um degrau de

aproximadamente 500 mV é usado para excitar o sistema biológico.

2.2.3 Eletrodos

A escolha do eletrodo (sensor) depende do princípio de medição mais adequado

para se determinar as propriedades físicas e químicas do meio de cultivo (substrato

biológico) a estudar [KIM et al. (2009); MARTINSEN e GRIMNES (2008c)]. Vários

fatores afetam a performance do sensor, como, por exemplo, se sua utilização será

por contato ou por imersão no meio de cultivo (Figura 2.15) [MARTINSEN e GRIM-

NES (2008c)]. A constituição física dos eletrodos definirá as linhas equipotenciais

e de densidade de corrente, assim como sua profundidade ou penetração no subs-

trato biológico [MARTINSEN e GRIMNES (2008c)], como por exemplo Figura 2.16

[SCHOLZ e GROß (2014)].

Nos testes de verificação da viabilidade de uso do método BIS-STEP na monito-

rização em tempo real de bioprocessos foram utilizados como eletrodos dois cilindros

rígidos de aço inoxidável, com 1,54 mm de diâmetro, espaçados de 2mm, submersos

até 1 mm a 2 mm do fundo do frasco, fixados no frasco erlenmeyer por meio de uma

rolha de espuma isolante para a medida de bioimpedância (Figura 2.17). O referido

teste de viabilidade foi realizado monitorando-se um processo de crescimento da le-

vedura Saccharomyces cerevisiae e da bactéria Bacillus thuringiensis var. israelensis

(Bti) (detalhes no Capítulo 4).

22



Figura 2.15 – Tipos de constituição física dos sensores: contato e imersão.
Fonte e adaptado de: A Sensitive, Compact, In Situ Biomass Measurement System, BioProcess International,

2007

Figura 2.16 – Forma e penetração dos eletrodos no substrato biológico (e.g. meio
de cultivo).

Fonte e adaptado de: SCHOLZ e GROß (2014)

Figura 2.17 – Eletrodos utilizados durante os testes de verificação da viabilidade de
utilização o método BIS-STEP na monitorização online de bioprocessos, tanto para
levedura quanto para bactéria.
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2.2.4 Modelo circuito elétrico para o método BIS-STEP

Para a interpretação dos dados de bioimpedância relacionados ao método BIS-

STEP, a resposta de corrente observada experimentalmente deve ser associada a um

modelo elétrico, de modo que os parâmetros do modelo possam ser obtidos através

de um procedimento de minimização multiparamétrico. Para a presente aplicação,

o modelo elétrico ilustrado na Figura 2.18 pode ser usado para a interpretação da

resposta de corrente de um bioprocesso, sendo assemelhado ao de trabalhos anterio-

res que utilizam o método BIS-STEP [FERREIRA e SOUZA (2004); JOTTA et al.

(2017); NEVES et al. (2009)]. No modelo, os comportamentos resistivo e reativo

de um meio de cultivo (substrato biológico) e do microrganismo podem ser obtidos

por uma combinação de duas resistências, Rcy e Rs, e duas capacitâncias, Cm e

Cdl [DOLADER RETAMAL (2012); GIANNOUKOS e MIN (2015); MOORE et al.

(2009); NEVES e SOUZA (2000); PLIQUETT (2010)].

O circuito elétrico completo, mostrado na Figura 2.19, inclui a fonte de excitação

do degrau de tensão e a capacitância total de eletrodo.

No domínio de Laplace a equação da resposta de corrente pode ser expressa

como:

I(s) = Ip

(

s+ A

s2 +Bs+ C

)

= Ip

(

K1

s− s1
+

K2

s− s2

)

(2.28)

onde

Ip = vd

(

Rs +Rcy

Rs ×Rcy

)

(2.29)

A =
1

(Rs +Rcy)Cm

(2.30)

B =

(

RsCdl

Cm

+Rs +Rcy

)

1

RsRcyCdl

(2.31)

C =
1

RsRcyCdlCm

(2.32)

A demonstração da Equação 2.28 encontra-se no Apêndice D.

Aplicando a transformada inversa de Laplace à Equação 2.28 obtém-se a equação

da resposta de corrente teórica no domínio do tempo i(t) (Equação 2.33), que é

utilizada por uma rotina (implementadas em MATLAB® – vide Apêndice E) que

minimiza o erro médio quadrático entre uma medida experimental da corrente e sua

expectativa teórica para determinar os valores dos parâmetros do modelo elétrico.

A Figura 2.20 ilustra um exemplo de um dado experimental ajustado pela Equação

2.33.

i(t) = Ip
(

K1 e(s1t) +K2 e(s2t)
)

(2.33)

onde a determinação dos valores de K1, K2, s1, s2 se encontra no Apêndice D.
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(a) (b)

Figura 2.18 – Meio de cultivo (substrato) biológico (a)) e seu circuito elétrico equi-
valente (b)), onde vd é o degrau de tensão, i(t) é corrente elétrica no domínio do
tempo, Cm é a capacitância da membrana celular, Rcy é a resistência intracelular,
Cdl é a capacitância de eletrodo e Rs é a resistência do meio de cultivo (suspensão).

Fonte e adaptado de: (Figura 2.18a)
http: // upcommons. upc. edu/ bitstream/ handle/ 2099. 1/ 8526/ memoria. pdf

Figura 2.19 – Circuito elétrico equivalente completo simplificado do microrganismo
em um meio de cultivo, onde vd é a magnitude do degrau de tensão, i(t) é corrente
elétrica no domínio do tempo, Cm é a capacitância da membrana celular, Rcy é a
resistência intracelular, Cdl é a capacitância de eletrodo e Rs é a resistência do meio
de cultivo (suspensão).

25



Figura 2.20 – Curva experimental típica da corrente para uma excitação de degrau
de tensão (linha contínua em azul) e ajuste da equação teórica (linha tracejada em
vermelho).
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Capítulo 3

Revisão de Literatura

Neste capítulo, será apresentada a revisão da literatura por ordem de assunto,

acompanhando o Capítulo 2.

Espectroscopia de bioimpedância baseia-se no princípio que sob influência de

um campo elétrico externo, os microrganismos ou as células em suspensão num

meio condutivo agem como um capacitor, armazenando carga elétrica, conforme

mostrado na Figura 3.1 [DABROS et al. (2009); KIM et al. (2009); MARTINSEN

e GRIMNES (2008a); NOLL e BISELLI (1998)]. Ao se aplicar um campo elétrico

alternado de baixa frequência entre os eletrodos, os íons no citoplasma, bem como

os do meio de cultivo (solução iônica) se movem na direção do eletrodo de carga

oposta. Os íons do citoplasma das células viáveis são parados pela própria membrana

intacta, acarretando uma polarização da membrana por atração de carga oposta

do meio de cultivo. Assim, cada célula se comporta como um pequeno capacitor,

onde a capacitância total pode ser associada ao aumento na capacitância do meio

de cultivo [DABROS et al. (2009); KIM et al. (2009); MARTINSEN e GRIMNES

(2008a); NOLL e BISELLI (1998)].

Figura 3.1 – Princípio de medição dielétrica numa suspensão de células.
Fonte e adaptada de: DABROS et al. (2009).

Em ambas as espectroscopias, tanto a de bioimpedância quanto a dielétrica ou

capacitiva, a capacitância total da suspensão observadas em uma certa faixa de

frequências (dezenas de kHz a centenas de MHz, denominadas dispersão β) é dire-

tamente proporcional ao volume total de microrganismos vivos afetados pelo campo

elétrico. Uma das principais vantagens desse método é que somente os micror-
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ganismos vivos são medidos, enquanto que os mortos, detritos celulares e demais

partículas acelulares (sólidas permeáveis ou não) são ignoradas, uma vez que estes

não apresentam membranas celulares íntegras que possam ser polarizadas [DABROS

et al. (2009); KIM et al. (2009); MARTINSEN e GRIMNES (2008a); NOLL e BI-

SELLI (1998)].

Normalmente, a teoria por traz da abordagem da espectroscopia dielétrica consi-

dera os microrganismos esféricos e pode ser expressa matematicamente pela equação

de Schwan [DABROS et al. (2009); NOLL e BISELLI (1998)] (Equação 3.1).

ε = 9rPCm

4

P = 4πr3N
3

fc =
1

2πrCm( 1

σm
+ 1

2σs
)

(3.1)

onde ε é a permissividade
(

F
m

)

; r é o raio da célula (m); P é a fração de volume

das células (ou biovolume); N é a densidade celular (m3); Cm é a capacitância por

área de membrana
(

F
m2

)

; fc é a frequência de corte da permissividade (Hz); σm é a

condutividade do citoplasma (intracelular)
(

mS
cm

)

; e σs é a condutividade do meio de

cultivo (extracelular)
(

mS
cm

)

Além disso, observa-se que quando as propriedades físicas dos microrganismos

variam, a frequência de corte também varia (Figura 3.2).

Figura 3.2 – Variação da frequência de corte em função do tamanho da célula.
Fonte e adaptada de: http://link.springer.com/article/10.1007/s10295-012-1193-y/fulltext.html

Outro parâmetro utilizado na espectroscopia capacitiva é o parâmetro de Cole-

Cole α, pois descreve a redução da permissividade (capacitância) com o aumento da

frequência. Tal parâmetro pode assumir valores entre 0 e 1; sendo que 0 representa

uma queda abrupta (acentuada) na permissividade, enquanto que 1 representa uma

queda infinitamente rasa (suave) na permissividade. Aceita-se que o parâmetro de
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Cole-Cole α aumente em virtude do aumento das propriedades dos microrganismos

durante a expansão desses. Em um cultivo celular, os valores típicos de Cole-Cole

α estão entre 0,1 e 0,5 [DABROS et al. (2009); KUANG e NELSON (1998)]. Uma

aplicação desse parâmetro, pode ser vista no estudo de KAPOULEA et al. (2019),

onde foi utilizado o modelo de Cole-Cole α de dispersão única usando um medidor

LCR TESTER (Hioki, modelo 3522-50) na faixa de frequência de 1 Hz a 100 kHz

perfazendo um total de 100 diferentes frequências. Exemplares de maçãs foram

excitados por um sinal triangular, cuja amplitude de corrente foi de 0,1 mAPP .

O estudo de MARTINEZ TERUEL et al. (2013) foi realizado no cultivo de

células animais, leveduras e bactérias em microbiorreatores cujos volumes variam

de 10mL a 25mL, onde duas tecnologias foram combinadas: densidade ótica, pH

e pO2 (pressão parcial do oxigênio) e espectroscopia de impedância eletroquímica.

A medição de biomassa foi realizada através da densidade ótica, do pH e da pO2

enquanto a espectroscopia de impedância eletroquímica, utilizando a configuração

de 2 e 4 eletrodos, foi utilizada para discriminar entre a adesão de microrganismos

no eletrodo e a densidade celular. O experimento foi conduzido em duas faixas de

frequências de 1 kHz à 200 kHz (para células animais) e 100 kHz à 20 MHz (para

leveduras e bactérias).

Recentemente, alguns trabalhos têm utilizado equipamentos comerciais para a

realizar a espectroscopia de bioimpedância, como é o caso do LCR TESTER (Hioki,

modelo 3532-50) usado por LIU et al. (2015) e DINORÍN-TÉLLEZ-GIRÓN et al.

(2015). O primeiro mediu variações de impedância no leite com amostras de Es-

cherichia coli com um sinal senoidal de 50mV de amplitude, cujo modelo elétrico

equivalente é mostrado na Figura 3.3, onde Rs é a resistência (impedância) do meio

(leite e Escherichia coli) e Cdl é a capacitância de eletrodo. O segundo [DINORÍN-

TÉLLEZ-GIRÓN et al. (2015)] mediu as variações de resistência e reatância para

identificar o processo de diferenciação celular de uma cultura de Bacillus thuringi-

ensis em tempo real. Optou-se por frequências fixas de 0,1; 0,5 e 1,225MHz, para

obtenção de uma melhor relação entre propriedades dielétricas e fases de crescimento

(fases latente (lag), exponencial, esporulação). Geralmente, a variação de capaci-

tância ou da permissividade é usado como indicador de crescimento de biomassa, na

faixa de frequência de 0,5 a 3,0 MHz.

Figura 3.3 – Modelo elétrico equivalente proposto.
Fonte: LIU e colaboradores [LIU et al. (2015)].

Há também trabalhos que utilizaram o analisador de impedância comercial HP-
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4192A (tetrapolar), como, por exemplo, o de SARRÓ et al. (2015), que avaliou a

morfologia de alguns microrganismos, células animais e Escherichia coli, utilizando

um protocolo de desprendimento desses dos eletrodos. Dessa forma, consegue-se

determinar o tamanho dos microrganismos através da correlação entre a frequên-

cia central de relaxação e a área da seção transversal do microrganismo, além das

impedâncias nas frequências 0 (muito baixa) e ∞ (muito alta), além do parâmetro

α. Cada medição foi determinada por meio de uma média de 10 varreduras, neces-

sitando de um tempo de aquisição de 100 s (1min 40 s) aproximadamente. Outro

trabalho de SARRÓ et al. (2012) utilizou minibiorreatores cujo sinal de excitação foi

de corrente elétrica senoidal, tendo como resposta a medição de tensão correspon-

dente para determinar a aderência das células nos eletrodos. O experimento utilizou

células animais na faixa de frequência de 10 kHz até 10MHz com uma resolução de

frequência de 10 pontos por década, requerendo um tempo total de aquisição de

100 s (1 min 40 s) e sendo repetido a cada 900 s (15 min).

Há uma técnica recente desenvolvida por MANSOR e AHMAD (2015), conhecida

como espectroscopia de impedância microelétrica (µ-EIS – Micro Electrical Impe-

dance Spectroscopy), que foi aplicada para medir propriedades dielétricas de uma

única célula (microrganismo), para caracterizá-la e diferenciá-la dos demais tipos

de células. De modo geral, baseia-se na técnica de espectroscopia dielétrica, porém

utiliza dois nano-eletrodos, bem como um microscópio eletrônico para orientação e

posicionamento deles de forma adequada (sem danificar a célula). Este é processo

requer muita experiência, habilidade e longo período de tempo.

Outra técnica similar à anterior, desenvolvida por KARGUPTA et al. (2017),

denominada espectroscopia de impedância elétrica de microcanal (m-EIS – micro-

channel Electrical Impedance Spectroscopy), utilizou um analisador de impedância

comercial Agilent 4294 na configuração bipolar, onde foram realizadas varreduras

em diversas frequências (200) na faixa de 1 kHz a 100 MHz, com uma tensão AC de

500 mV. Este processo pode permitir a redução do tempo em até 75% em relação aos

sistemas comerciais existentes, na detecção da Mycobacteria. Outro experimento de

KARGUPTA et al. (2018), nesta mesma técnica e instrumento, demonstrou que a

“detecção por morte” para agilizar a detecção da Mycobacterium smegmatis e My-

cobacterium bovis, causadoras da tuberculose. Este protocolo experimental consiste

na eliminação dos demais microrganismos (bactérias e fungos) com antibióticos e

na medição da permissividade (constante dielétrica) do meio que decai com a morte

desses microrganismos, uma vez que as membranas celulares desses não armaze-

nam cargas. Foi realizada uma varredura elétrica a cada hora em que a impedância

elétrica é medida em 200 frequências variando de 1 kHz a 100 MHz.

Cabe salientar que a maioria dos trabalhos publicados opera, geralmente, numa

única fase de crescimento do microrganismo estudado, a fase exponencial, onde o
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crescimento é máximo e a quantidade de microrganismos mortos ou com membrana

celular prejudicada é pequena. Além disso, apresentam tempos longos de aquisição

e de repetição entre as medidas [KARGUPTA et al. (2018); SARRÓ et al. (2012,

2015)].
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Capítulo 4

Materiais e Métodos/Resultados

O trabalho desenvolvido no doutorado foi realizado em duas etapas. Para facilitar

o entendimento e a compreensão, juntou-se no mesmo capítulo os tópicos Materiais

e Métodos e Resultados para cada etapa. A primeira foi realizada para testar a

viabilidade da aplicação do método BIS-STEP à monitorização de bioprocessos e

teve como base, experimentos de crescimento da levedura comercial Saccharomyces

cerevisiae, resultando em um artigo publicado em congresso nacional (Apêndice A).

Nesta etapa inicial do estudo os parâmetros do modelo elétrico de bioimpedância fo-

ram utilizados para se realizar uma regressão linear multivariada que pudesse estimar

a quantidade total de biomassa, assim como o percentual de células viáveis, também

resultando em um artigo publicado em congresso internacional (Apêndice B). A se-

gunda etapa do estudo foi dedicada à extrapolação do método ao crescimento da

bactéria Bacillus thuringiensis var. israelenses (Bti), que possui interesse de Far-

manguinhos/Fiocruz (onde trabalha o autor deste trabalho). Tal microorganismo

possui um comportamento de crescimento mais complexo (devido às fases vegeta-

tiva e esporulante), apresentando maior dificuldade de aplicação direta da regressão

linear multivariada comumente utilizadas nas técnicas de espectroscopia dielétrica

ou de biompedância. A solução desenvolvida nesta segunda etapa se mostrou mais

geral e abrangente, mas ela só pode ser desenvolvida a partir da experiência adqui-

rida na primeira etapa. Deste modo, as duas etapas do desenvolvimento passarão a

serem descritas na sua ordem cronológica, embora como já mencionado, a solução

da segunda etapa possa ser usada para os experimentos desenvolvidos na primeira,

como será descrito.
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4.1 Etapa 1: Viabilidade do uso da espectrosco-

pia de bioimpedância BIS-STEP no monitora-

mento de experimentos de crescimento de Sac-

charomyces cerevisiae

A avaliação da viabilidade do uso do método BIS-STEP, na monitorização em

tempo real de bioprocessos foi realizada através de experimentos conduzidos com

leveduras, do tipo Saccharomyces cerevisiae, por possuir facilidade no processo de

cultivo, ser um microrganismo conhecido e estabelecido no mercado. Os experimen-

tos realizados para a avaliação consistiram em se preparar o cultivo aeróbico em

escala de bancada ou laboratorial [KATOH et al. (2015); PEREIRA JÚNIOR et al.

(2008); PETHIG e SMITH (2012)].

4.1.1 Os experimentos

De forma genérica, os experimentos realizados para a avaliação consistiram em

se realizar o cultivo aeróbio (fermentação) de leveduras Saccharomyces cerevisiae,

em escala laboratorial, de modo a se estabelecer a sua curva de crescimento em di-

versas fases (latente ou lag, exponencial, estacionária). Em tais experimentos foram

monitoradas a quantidade de células viáveis e não-viáveis por métodos analíticos em

intervalo de uma hora e, paralelamente, obtendo-se os valores da resposta de cor-

rente elétrica através do BIS-STEP para o mesmo intervalo de tempo. A duração

dos experimentos variou entre 10 h e 18 h, o critério do término foi condicionado ao

decréscimo do número de células viáveis. Os experimentos possuíram as seguintes

condições:

• Temperatura da incubadora climatizada com agitação: 30℃;

• Rotação da incubadora climatizada com agitação: 200 rpm;

• Temperatura ambiente: ≈23 ℃;

• pH inicial: ≈3,5;

• Temperatura do meio de cultivo: 30℃ (temperatura ótima de crescimento da

levedura); e

• Erlenmeyers de 500 mL: cada um com volume do meio de 200 mL.

Os experimentos de crescimento da levedura foram realizados em três frascos

erlenmeyers, um adaptado com eletrodos submersos para medida de bioimpedância

33



e dois para retirada de alíquotas e análise pelos métodos tradicionais offline (vide

Item 4.1.3) (Figura 4.1).

Figura 4.1 – Diagrama esquemático do arranjo experimental, mostrando detalhe
dos eletrodos submersos utilizados para a aquisição de bioimpedância no erlenmeyer
onde se realizou o cultivo da levedura.

4.1.2 A levedura Saccharomyces cerevisiae

A levedura Saccharomyces cerevisiae utilizada nos experimentos foi aquela co-

mercializada sob a forma de fermento biológico seco instantâneo fabricado pela AB

Brasil Ind. e Com. Ltda, sob a marca Fleischmann®, embalagem de 10 gramas,

como pode ser visto na Figura 4.2.

(a) (b)

Figura 4.2 – Forma comercial da levedura Saccharomyces cerevisiae. a) Frente.
b) Verso.
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4.1.2.1 O meio de cultivo

As fontes nutricionais utilizadas para a preparação do meio de cultivo, adaptadas

do meio experimental de OLIVEIRA (2006) foram: glicose anidra (C6H12O6), fosfato

de potássio monobásico (KH2PO4), sulfato de amônia ((NH4)2 SO4), sulfato de

magnésio heptaidratado (MgSO4 · 7H2O) e extrato de levedura.

Os componentes do meio de cultivo foram dividido em três frascos erlenmeyers

com volume de 200 mL, a fim de evitar alguma formação de calda espessa ou outro

problema qualquer. A preparação do meio foi realizada pela mistura destes obtendo

volume total de 600 mL. A esterilização foi realizada em autoclave nas condições de

1 atm por 20min (equivale a 121 ℃ por 20min), após a esterilização, calculou-se a

quantidade (massa) de levedura para o volume do meio em cada erlenmeyer 200 mL.

Preparou-se o meio de cultivo rico em nutrientes (fontes nutricionais), conforme

a Tabela 4.1, bem como a concentração do inóculo.

À temperatura ambiente, os frascos foram inoculados com a concentração de le-

vedura de 0,1 g/L ou 0,5 g/L. Dois frascos erlenmeyers foram analisados a cada hora

pelos métodos tradicionais offline descritos a seguir, enquanto o terceiro erlenmeyer

foi conectado ao sistema de medição de bioimpedância.

Tabela 4.1 – Composição do meio de cultivo (fontes nutricionais) e do inóculo.

Descrição Concentração (g/L)

F
on

te
N

u
tr

ic
io

n
al C6H12O6 10,0

KH2PO4 1,5
(NH4)2 SO4 2,0
MgSO4 · 7H2O 1,0
Extrato de Levedura 1,0

Inóculo Levedura
0,1
0,5

4.1.3 Métodos offline utilizados para avalição do número de

células viáveis e não-viáveis (“padrão-ouro”)

A câmara de Neubauer (Figura 4.3) foi utilizada para a contagem de células

viáveis e não-viáveis em 5 quadrantes, 4 extremos e 1 central, e a quantidade média

total de células por mL é dado por:

Células

mL
=

N◦Células × Diluição × 1000

Área Quadrado × Profundidade ×N◦Quadrados Contados
(4.1)

O volume a ser colocado na câmara de Neubauer foi de aproximadamente 10µL,

após a diluição feita de modo que seja permitida a contagem de células. Caso con-
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(a) (b)

(c)

Figura 4.3 – Apresentação e forma da câmara de Neubauer.
Fonte e adaptada de: http://laboratoryinfo.com/manual-cell-counting-neubauer-chamber/

trário, realizava-se nova diluição até que a contagem fosse possível com um número

médio de 70 células por quadrante. Cabe lembrar que quanto maior o número de

diluições realizadas, menor a quantidade de células a serem contadas, consequente-

mente pode acarretar dispersões significativas.

A diferenciação dos microrganismos vivos dos mortos foi realizada com a utiliza-

ção do azul de metileno, pois colore os microrganismos mortos ou inativos (debris)

com a cor azul, como pode ser visto na Figura 4.4.

Dois dos três frascos erlenmeyers utilizados para o cultivo da levedura foram

usados para retirar alíquotas alternadas, enquanto o terceiro foi monitorado online

pelo método BIS-STEP. Para retirada da alíquota desligava-se a incubadora clima-

tizada com agitação pelo tempo necessário e, aproveitava-se esta pausa na agitação,

para efetuar as leituras pelo BIS-STEP, garantindo uma estabilidade desta medição.

O procedimento analítico, tido como referência, na contagem de células foi realizado

da seguinte forma:

1. Retirar uma alíquota de 1 mL do erlenmeyer correspondente e colocar em um

microtubo (eppendorf ) devidamente identificado;

2. Retirar uma subalíquota de 50µL para a contagem de células, colocar a alí-

quota em questão em outro microtubo (eppendorf );

3. Medir o pH com a fita;
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Figura 4.4 – Diferenciação entre microrganismos vivos e mortos com azul de meti-
leno, os circundados em azul (pontilhado) estão vivos e os em vermelhos (contínua)
estão mortos.

4. Adicionar 150µL de azul de metileno no mesmo frasco que contém 50µL

(item 2);

5. Agitar o microtubo (eppendorf ) da contagem de células;

6. Preparar a câmara de Neubauer, retirar duas alíquotas de 10µL da contagem

de células e colocá-las em cada câmara; e

7. Realizar a contagem das células de 5 quadrantes, 4 extremos e 1 central (Fi-

gura 4.3c), com auxílio de um microscópio com aumento de 40×.

Neste procedimento analítico é permitido utilizar no máximo 10% do volume to-

tal do meio de cultivo, pois acima desse valor o experimento ficaria descaracterizado.

4.1.4 Método online de bioimpedância utilizado para avalia-

ção do número de células viáveis e não-viáveis

Utilizou-se um protótipo do sistema BIS-STEP montado especificamente para

esta aplicação e que emprega a técnica bipolar de espectroscopia de bioimpedância

baseada na resposta de corrente à aplicação de um degrau de tensão de aproxi-

madamente 500 mV (Figura 4.1). O hardware do protótipo foi controlado por um

programa desenvolvido em LabVIEW® 8.2, sendo os sinais da resposta de corrente

adquiridos com resolução de 14 bits a uma taxa de 100 kS/s por uma placa de aqui-

sição de dados (National Instruments, EUA – modelo USB 6351). Os eletrodos

utilizados para a realização da medida de bioimpedância foram de aço inoxidável

com 1,54 mm de diâmetro e espaçados de 2mm fixados em um dos erlenmeyer por
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meio de uma rolha de espuma isolante (veja detalhe na Figura 4.1). Cabe lem-

brar que os eletrodos possuem um papel importante nas medições e experimentos

de bioimpedância, pois eles promovem a conversão da corrente eletrônica (circui-

tos eletrônicos) em corrente iônica (meio biológico) e vice-versa [MARTINSEN e

GRIMNES (2008b,c)].

Como mencionado no Item 2.2.4 (Capítulo 2), uma rotina de otimização im-

plementada em MATLAB® foi utilizada para se obter os valores dos parâmetros

elétricos que minimizassem o erro médio quadrático entre cada medida experimental

da resposta de corrente e a expectativa teórica, para facilitar o leitor reproduziu-se

a Figura 2.20, como exemplificado na Figura 4.5. Os parâmetros elétricos iniciais do

experimento conduzido típico (experimento 3 – os dados dos demais experimentos

se encontram no Apêndice F) foram: Cdl = 18,13µF; Rs = 73,30Ω; Rcy =44,24Ω e

Cm = 6,53µF.

Figura 4.5 – Curva experimental típica da resposta de corrente para uma excitação
de degrau de tensão (em azul – linha contínua) e ajuste da equação teórica (em
vermelho – linha tracejada).

4.1.5 Análise dos dados

Os parâmetros elétricos estimados (Cdl, Rs, Rcy e Cm) foram utilizados para

derivar um modelo de regressão linear multivariada para estimar o número de cé-

lulas totais e viáveis (Equações 4.2 e 4.3, respectivamente). Cabe ressaltar que as

regressões foram realizadas no programa R (A language and environment for esta-

tistical computing. R Foundation for Statistical Computing. Vienna, Austria. URL

https://www.R-project.org/), utilizando dados associados ao inóculo de 0,1 g/L
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e 0,5 g/L.

CT = kT0 + kT1 ×%Cm + kT2 ×%Cdl + kT3 ×%Rcy + kT4 ×%Rs (4.2)

CV = kV 0 + kV 1 ×%Cm + kV 2 ×%Cdl + kV 3 ×%Rcy + kV 4 ×%Rs (4.3)

onde as variações (valores percentuais) são calculados da seguinte forma: %Xi =
Xi−X0

X0

· 100, X0 é o valor inicial.

Utilizou-se o método de Bland-Altman [BLAND e ALTMAN (1986)] para avaliar

a concordância entre os métodos analíticos (câmara de Neubauer) e de bioimpedân-

cia (BIS-STEP). O nível de significância adotado para a correlação de Pearson entre

a regressão linear multivariada e a câmara de Neubauer para células totais e para o

método de Bland-Altman foi de 5% (p < 0, 05).

4.1.6 Resultados

A Figura 4.6 apresenta os resultados típicos obtidos pelo método analítico (câ-

mara de Neubauer) para a contagem de células totais, viáveis e não-viavéis (utili-

zando o azul de metileno na identificação das não-viáveis). As demais curvas de

contagem de células encontram-se no Item G.1 do Apêndice G.

Figura 4.6 – Contagem de células (Saccharomyces cerevisiae) na câmara de Neu-
bauer, onde o sinal � e a linha contínua (em preto) indicam as contagens de células
totais e seu ajuste; o sinal  e a linha tracejada (em azul) as contagens de células
viáveis e seu ajuste; e o sinal N e a linha pontillhada (em vermelho) as contagens de
células não-viáveis (utilizando azul de metileno).

No Apêndice F encontram-se os dados obtidos no experimento conduzido com a

Saccharomyces cerevisiae, bem como a evolução temporal destes. Os valores iniciais
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dos parâmetros elétricos da avaliação do método proposto foram estimados, para o

experimento 3, como: Rs = 73, 30Ω; Rcy = 44, 24Ω; Cm = 6, 53µF e Cdl = 18, 13µF

(Tabela 4.2). Em alguns experimentos, como por exemplo os experimentos 3 e 8,

a contagem de células totais apresenta um valor abaixo do esperado. Acredita-se

que este fato foi devido às imperfeições na homogenização do meio de cultivo, ao

tempo para a retirada da alíquota, que pode ter sido longo suficiente para iniciar a

precipitação das células (microrganismos) e à retirada do sobrenadante juntamente

com microrganismos/células.

De modo a facilitar a verificação das variáveis em relação dos seus valores iniciais,

que pode ser modificado em função da imprecisão do inóculo inicial e a outros fato-

res experimentais, realizou-se a avaliação da variação relativa de cada parâmetro do

modelo elétrico. As curvas das variações relativas das capacitâncias de membrana

e de eletrodo para um experimento típico (experimento 3), assim como das resis-

tências intracelular e do meio de cultivo, podem ser vistas nas Figuras 4.7 e 4.8,

respectivamente (as curvas dos demais experimentos se encontram no Item G.1 do

Apêndice G).

Inicialmente, foram feitos experimentos conduzidos com a levedura comercial

Saccharomyces cerevisiae cujas concentrações iniciais do inóculo foram 0,1 g/L (total

de 03 experimentos) e 0,5 g/L (total de 05 experimentos). Houve uma melhoria no

método analítico, na contagem de células com azul de metileno, utilizaram-se as

duas câmaras de Neubauer. Assim, através da média dos dados obtidos (duplicatas),

minimizam-se as discrepâncias das alíquotas coletadas. A apresentação dos dados

se refere às curvas médias do experimento 8 (Figura 4.9).

Tabela 4.2 – Valores iniciais dos parâmetros elétricos (bioimpedância) e de células
totais (câmara de Neubauer) para cada experimento conduzido da Saccharomyces
cerevisiae.

Experimento
Concentração
Inóculo (g/L)

Rs (Ω)1 Rcy (Ω)2 Cm (µF )3 Cdl (µF )4 Células Totais
(×105 Células/mL)

1 0,5 63,5 46,2 7,0 17,8 35,0
2 0,5 70,1 46,0 7,0 20,7 31,0
3 0,5 73,3 44,2 6,5 18,1 20,0
4 0,5 69,4 42,5 8,2 22,3 41,0
5 0,5 56,4 36,2 7,0 19,0 52,0
6 0,1 63,5 38,8 7,7 18,3 24,0
7 0,1 52,7 36,4 9,2 22,0 12,0
8 0,1 66,4 39,1 7,8 19,1 8,0

1Resistência da solução ou meio de cultivo
2Resistência intracelular
3Capacitância da membrana celular
4Capacitância de eletrodo

O modelo de regressão linear multivariada empregado (vide artigo publicado
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Figura 4.7 – Curvas normalizadas das capacitâncias de membrana e de eletrodo
para um experimento típico (experimento 3), onde � e linha contínua (cor preta)
representam a variação da capacitância da membrana celular (Cm) e seu ajuste; e
 e linha tracejada (cor azul) representam a capacitância de eletrodo (Cdl) e seu
ajuste.

Figura 4.8 – Curvas normalizadas das resistências do meio de cultivo e intracelular
para um experimento típico (experimento 3), onde � e linha contínua (cor preta)
representam a variação da resistência do meio de cultivo (Rs) e seu ajuste; e  e
linha tracejada (cor azul) representam a resistência intracelular (Rcy) e seu ajuste.

– Apêndice B [SALVINO DA SILVA et al. (2018)]), com a utilização dos valores

percentuais dos parâmetros do modelo elétrico (para facilitar o leitor reproduziu-se
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Figura 4.9 – Curvas médias de células totais – CTm e seu ajuste (� e a linha contínua
– cor preta), células viáveis – CVm e seu ajuste ( e a linha tracejada – cor azul)
e células não-viáveis – NVm e seu ajuste (N e a linha pontilhada – cor vermelha)
do experimento 8 com Saccharomyces cerevisiae utilizando a câmara de Neubauer,
com as suas respectivas curvas ajustadas.

(a) (b)

Figura 4.10 – Meio de cultivo (substrato) biológico (a)) e seu circuito elétrico equi-
valente (b)), onde vd é o degrau de tensão, i(t) é corrente elétrica no domínio do
tempo, Cm é a capacitância da membrana celular, Rcy é a resistência intracelular,
Cdl é a capacitância de eletrodo e Rs é a resistência do meio de cultivo (suspensão).

Fonte e adaptado de: (Figura 4.10a)
http: // upcommons. upc. edu/ bitstream/ handle/ 2099. 1/ 8526/ memoria. pdf
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a Figura 2.18, vide Figura 4.10b), pode ser descrito da seguinte forma:

CT = 919055+1089499×%Cm− 1208346×%Cdl+888462×%Rcy − 512740×%Rs

(4.4)

CV = 1318048+ 670174×%Cm − 769861×%Cdl +492001×%Rcy − 370340×%Rs

(4.5)

A curva de regressão linear multivariada, ou melhor, a reta que representa a quan-

tidade de células totais para o Modelo (Equação 4.4) é mostrada na Figura 4.11a,

bem como a que representa a quantidade de células viáveis (Equação 4.5) na Fi-

gura 4.11b. Para ambas as Figuras, 4.11a e 4.11b, a reta mais fina (em vermelho)

representa a condição ideal (x = y é a reta ou função identidade), enquanto que

a reta mais grossa (preta) é a aproximação linear decorrente da regressão. Nestes

modelos, observou-se que os pontos estão distribuídos ao longo da reta mais grossa

(preta), passando pelo “meio” de todos os pontos.

A Tabela 4.3 mostra os resultados da regressão linear multivariada para o número

total de células e para as viáveis (r=0,918 e r=0,858, respectivamente).

A Figura 4.12 apresenta a aplicação do método de Bland-Altman na comparação

entre os métodos analítico (câmara de Neubauer) e bioimpedância (BIS-STEP), onde

o eixo y corresponde ao percentual da razão da diferença entre os métodos pela média

dessa diferença [BLAND e ALTMAN (1986)]. Nesta comparação foram utilizados

todos os dados da regressão linear multivariada.

Tabela 4.3 – Regressão linear multiparamétrica do experimento conduzido com a
levedura Saccharomyces cerevisiae, resultante dos modelos descritos pelas Equa-
ções 4.4 e 4.5.

Variável Dependente
Células Totais Células Viáveis

delta_Cm 1089499*** 670174***
(99815) (86304)

delta_Cdl -1208346*** -769861***
(104291) (90173)

delta_Rcy 888462*** 492001***
(92907) (80331)

delta_Rs -512740*** -370340**
(67409) (58284)

Constante 919055 1318048**
(757690) (655122)

Observations 78 78
r2 0.842 0.737
r 0.918 0.858
Adjusted r2 0.834 0.722
Residual Std. Error 3476000 (df=73) 3006000 (df=73)
F Statistic 97.433*** (df=4; 73) 51.075*** (df=4; 73)
Note: *p<0.1; **p<0.05; ***p<0.01

Esses resultados foram satisfatórios, uma vez que o valor da regressão (R) é maior

do que 0,8.
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(a)

(b)

Figura 4.11 – Curvas de regressão linear multivariada para Saccharomyces cerevisiae:
a) Células totais (CT) e b) viáveis (CV), respectivamente, onde a linha fina (verme-
lha) representa da condição ideal (a reta ou função identidade -– y = x), enquanto
que a reta mais grossa (preta) é a aproximação linear decorrente da regressão.
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Figura 4.12 – Avaliação de Bland-Altman [BLAND e ALTMAN (1986)] entre os
métodos analítico (câmara de Neubauer) e de bioimpedância (BIS-STEP) utilizando
a regressão linear multivariada do experimento com Saccharomyces cerevisiae para
células totais, onde a viés em preto (linha contínua) foi de 43,86% sobre a média da
diferença e 95% dos pontos estão compreendidos no intervalo de 2 desvios-padrão.

4.2 Etapa 2: Melhoramento e aplicação do mé-

todo no monitoramento do crescimento Bacil-

lus thuringiensis var. israelenses (Bti)

Como foi mencionado, a etapa 2 surgiu devido às dificuldades na aplicação direta

da regressão linear multivariada, na aplicação da correlação cruzada e na aplicação

de dados longitudinais (caso especial de série temporal). A solução encontrada se

mostrou mais geral e abrangente, de modo que foi possível sua utilização nos dados

já obtidos na etapa 1.

4.2.1 Os experimentos

Apesar do sucesso do uso das técnicas de espectroscopia dielétrica ou de

bioimpedância para monitorar a quantidade de biomassa em um bioprocesso, alguns

microrganismos, como por exemplo o Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti),

apresentam um crescimento complexo, onde as células podem exibir alterações me-

tabólicas, fisiológicas e cinéticas significativas; o que pode afetar a determinação da

quantidade total de biomassa por meio da aplicação direta dos métodos dielétrico e

de bioimpedância [FEDERICI et al. (2010); RIVERA et al. (1999)]. Deste modo,

os experimentos da etapa 2 foram relacionados ao crescimento da bactéria Bti e
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foram realizados em três grupos (triplicata) de dois frascos erlenmeyers cada, com

diferentes concentrações iniciais (inóculos) (Figura 4.13). Em cada grupo, um er-

lenmeyer foi adaptado com eletrodos metálicos para medições de bioimpedância e

o outro foi utilizado para remoção de alíquotas, que foi analisado por um método

offline tradicional (método McFarland). A duração de cada experimento foi de 18 h,

onde a aquisição da resposta de corrente elétrica e a retirada das alíquotas foram

realizadas com intervalo de uma hora.

Figura 4.13 – Diagrama esquemático do arranjo experimental.

4.2.2 A bactéria Bacillus thuringiensis var. israelensis —

Bti

O microorganismo cepa Bti, IPS-82 oriundo do Instituto Pasteur – França, ce-

dido por Farmanguinhos/Fiocruz, possui um crescimento complexo pois, ao longo

do tempo, suas células mudam da forma vegetativa para a esporulada, passando por

significativas mudanças [FEDERICI et al. (2010); RIVERA et al. (1999)].

4.2.3 O meio de cultivo

Por questões de proteção industrial, não poderão ser fornecidos detalhes sobre

a formulação do meio de cultivo otimizado desenvolvido por Farmanguinhos/Fio-

cruz, podendo-se somente afirmar que o mesmo contém: glicose anidra (C6H12O6);

proteína de soja; cloreto de sódio (NaCl); extrato de levedura; e mistura seca

de sais (composta de sulfato de magnésio (MgSO4 · 7H2O); sulfato de manganês

(MnSO4 ·4H2O); sulfato de zinco (ZnSO4 ·7H2O); sulfato de ferro (FeSO4 ·7H2O);

e cloreto de cálcio (CaCl2 · 2H2O)).

Foram implementados um total de 12 experimentos de crescimento de Bti. Para

cada experimento, seis frascos erlenmeyers de 500 mL contendo 220 mL de meio
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de cultivo, autoclavados a 121 ℃ por 20min. Os frascos foram inoculados com

pré-inóculo de 5%, 10% e 15% v/v de células em 220 mL de meio de cultivo na

temperatura ambiente. Como mencionado anteriormente, em cada grupo de dois

erlenmeyers, um foi analisado pelo método McFarland (método tradicional offline

que será melhor explicado adiante) [HARRIGAN (2013); LEBER (2016); PFALLER

et al. (2015)] e o outro foi conectado ao hardware de medição de bioimpedância

através de eletrodos fixados no erlenmeyer, sendo todos colocados numa incubadora

climatizada com agitação a 230 rpm a 35℃ (Figura 4.13).

4.2.4 Métodos offline utilizados para avaliação do número de

células (“padrão-ouro”)

Turbidimetria e nefelometria são técnicas clássicas usadas para estimar a con-

centração de células durante experimentos de crescimento de microrganismos. A

turbidimetria quantifica o grau de atenuação (absorbância) de um feixe de luz que

atravessa uma amostra do meio de cultura; enquanto a nefelometria mede a mesma

turbidez pelo grau de espalhamento de luz produzido pela amostra do meio [BROWN

et al. (2005)]. Os padrões de turbidez de McFarland foram utilizados para estimar o

número de bactérias em suspensão ou por meio de comparação visual com o padrão

McFarland ou por meio do uso de um equipamento especial (espectrofotômetro –

densiCHEK® - detalhes vide Anexo A). Por exemplo, a absorbância de 0,5 McF

(escala McFarland) corresponde a 1,5×108 bacteria/mL ou CFU/mL, 1,0 McF (es-

cala McFarland) corresponde a 3,0×108 bacteria/mL ou CFU/mL até 10,0 McF (Es-

cala de McFarland) corresponde a 30,0×108 bacteria/mL ou CFU/mL [HARRIGAN

(2013); LEBER (2016); PFALLER et al. (2015)].

Como já mencionado, um dos dois erlenmeyers de cada triplicata foi usado para

retirar alíquotas, enquanto que o segundo foi monitorado pelo método BIS-STEP

(placa de relés – Figura 4.13). Para retirada da alíquota desligava-se a incuba-

dora climatizada com agitação pelo tempo necessário e, aproveitava-se esta pausa

na agitação, para efetuar as leituras pelo BIS-STEP, garantindo uma estabilidade

desta medição. O procedimento analítico para a contagem de células, utilizou-se o

espectrofotômetro densiCHEK® (detalhes vide Anexo A), que compara a amostra

retirada com a escala de McFarland, sendo realizado da seguinte forma:

1. Preparar o densiCHEK®, com os padrões de McFarland (pré-aquecimento);

2. Retirar uma alíquota de 1 mL do erlenmeyer correspondente e colocar em um

microtubo (eppendorf) devidamente identificado;

3. Retirar uma subalíquota de 300µL para a contagem de células, colocar a alí-

quota em questão em tubo de ensaio;
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4. Medir o pH com a fita;

5. Adicionar 2700µL de água destilada no tubo que continha os 300µL (item 3);

6. Agitar o tubo da contagem de células;

7. Realizar da contagem das células totais com densiCHEK®;

8. Verificar se a indicação, na escala de McFaraland, esteja compreendida entre

0 e 4 McF; e

9. Caso a medição indique 4.00 McF, realizar uma nova diluição da amostra do

tubo de ensaio com adição do volume de 3000µL; agitar e retirar 3000µL em

um novo tubo de ensaio para nova medição, a partir do item 6.

4.2.5 Observação do comportamento da capacitância de

membrana (Cm) e sua relação com OUR

Como mencionado no Capítulo 3, quando da aplicação do campo elétrico decor-

rente do degrau de tensão de excitação da técnica BIS-STEP, as membranas celu-

lares (Cm) das células vivas devem ser polarizadas e a capacitância resultante (Cm)

deve ser correlacionada com o número total de células, ou seja, a concentração de

biomassa. No entanto, durante a fase esporulada, as alterações observadas na mem-

brana das células de Bacillus thuringiensis levam a uma diminuição significativa da

sua permissividade [SARRAFZADEH et al. (2005)]. Assim, seria razoável esperar

que a capacitância Cm resultante estimada pelo método BIS-STEP não siga apenas

a concentração total de células. Em vez disso, o comportamento dessa capacitância

ao longo do tempo também deve refletir as mudanças dos tipos de células observa-

das da segunda para a terceira fase do crescimento, com consequente diminuição das

células vegetativas e aumento das células esporuladas. De fato, os experimentos re-

alizados na Etapa 2 do presente estudo mostraram um comportamento da evolução

da capacitância Cm ao longo do tempo (Figura 4.14a) que se assemelha ao compor-

tamento da taxa de consumo de oxigênio (OUR) (Figura 4.14b) relatada em alguns

estudos anteriores [PANAROTTO (2014); ZABRISKIE e HUMPHREY (1978)]. En-

tão, uma vez que OUR está correlacionado com a concentração de células (X) pela

Equação 2.2 [PANAROTTO (2014)], levanta-se uma hipótese que a capacitância

Cm esteja relacionada à concentração de células totais pela Equação 4.6.

Cm = k0X + k1

[

dX

dt

]

(4.6)

onde,

k0 corresponde a uma constante similar a m0; e
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k1 corresponde a uma constante similar a 1
YG0

.

(a) (b)

Figura 4.14 – a) Comportamento da capacitância de membrana (Cm) (� - linha
contínua) e a contagem de células totais ( - linha pontilhada) ao longo do tempo
neste estudo. b) Curva da demanda de oxigênio (OUR) em uma cultura Bti –
PANAROTTO (2014).

No domínio de Laplace, a Equação 4.6 pode ser escrita como:

Cm(s) = k0X(s) + k1SX(s) (4.7)

Isso leva a

X(s) = Cm(s)
a0

[ω0 + S]
(4.8)

onde, a0 = 1
k1

e ω0 =
k0
k1

.

A Equação 4.8 indica que as estimativas da concentração de células (X) podem

ser obtidas a partir das estimativas da capacitância de membrana (Cm) através de

um filtro passa-baixa. Considerando que a dinâmica temporal de OUR e Cm são

semelhantes, coloca-se a hipótese que as frequências de corte das duas variáveis

sejam similares, de modo que comparando-se as Equações 2.2 e 4.6 pode-se observar

que

ω0 = m0 · YG0 (4.9)

Entretanto, a constante de ganho a0 deve ser determinada experimentalmente.

4.2.6 Análise dos dados

A série temporal dos valores de Cm estimados pelo BIS-STEP foi filtrada pelo

filtro passa-baixas de primeira ordem (Equação 4.8) para a obtenção da série tem-

poral dos valores de concentração das células totais X, utilizando a análise pela
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demanda de oxigênio (OUR) [PANAROTTO (2014); ZABRISKIE e HUMPHREY

(1978)], considerou-se o uso dos valores dos parâmetros m0 e YG0 de PANAROTTO

(2014) para calcular ω0, o que levou a ω0 = 0, 0602 rad/s. O valor de a0 foi obtido

empiricamente a partir de dados experimentais, levando a a0 = 11, 95. Posteri-

ormente, a concentração de células totais X foi correlacionada com as estimativas

correspondentes avaliadas pelo método offline de McFarland.

Utilizou-se o método de Bland-Altman [BLAND e ALTMAN (1986)] para avaliar

a concordância entre os métodos analíticos (método de McFarland) e de bioimpe-

dância (BIS-STEP). O nível de significância adotado para correlação de Pearson de

ambos métodos e para o método de Bland-Altman foi de 5% (p < 0, 05).

4.2.7 Resultados

Os valores iniciais dos parâmetros do modelo elétrico proposto e os valores ob-

tidos pelo método analítico (McFarland) para a bactéria Bti podem ser vistos na

Tabela 4.4 para cada um dos doze experimentos conduzidos (a evolução temporal

dos parâmetros do modelo elétrico de cada experimento encontra-se no Apêndice H).

Em alguns experimentos, como por exemplo o experimento 5, a contagem de células

totais apresenta um valor abaixo do esperado. Acredita-se que este fato foi devido

às imperfeições na homogenização do meio de cultivo e o tempo para a retirada da

alíquota, que pode ter sido longo suficiente para iniciar a precipitação das células

(microrganismos).

Tabela 4.4 – Valores iniciais dos parâmetros elétricos (bioimpedância) e de células
totais (McFarland) para cada experimento conduzido do Bacillus thuringiensis var.
israelensis (Bti).

Experimento
Concentração
Inóculo (%)

Rs (Ω)1 Rcy (Ω)2 Cm (µF )3 Cdl (µF )4 Células Totais
(×109 CFU/mL)

1 5 94,0 35,1 7,0 17,4 2,9
2 10 74,6 32,5 8,9 22,6 3,2
3 15 100,7 29,7 10,0 26,2 3,5
4 5 76,4 34,7 9,7 23,3 2,5
5 10 102,4 32,3 7,9 20,1 2,4
6 15 71,6 31,4 10,5 24,5 2,9
7 5 107,5 29,1 8,3 22,4 2,8
8 10 82,6 30,5 10,3 24,0 2,9
9 15 96,1 30,6 6,5 16,5 3,0
10 5 110,6 36,1 7,4 17,8 3,2
11 10 86,4 30,3 8,2 20,2 3,5
12 15 80,2 30,3 8,6 21,0 3,8

1Resistência da solução ou meio de cultivo
2Resistência intracelular
3Capacitância da membrana celular
4Capacitância de eletrodo
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Comparando as fontes nutricionais do meio de cultivo entre este trabalho e o

de PANAROTTO (2014), apresentada na Tabela 4.5, observa-se que as diferenças

impactam somente na produção de cristais entomotóxicos (δ-endotoxina) e esporos

(ativador de esporogênese) [SARRAFZADEH et al. (2005)]. Assim, considerou-se a

utilização dos valores dos parâmetros m0 e YG0 do trabalho de PANAROTTO (2014)

para determinar ω0 (Equação 4.9), resultando em ω0 = 0, 0602 rad/s. O valor de a0

foi obtido empiricamente dos dados experimentais, resultando em a0 = 11, 95.

Tabela 4.5 – Comparação entre fontes nutricionais do cultivo de Bti deste estudo
com o de PANAROTTO (2014).

Fonte Nutricional Este estudo PANAROTTO (2014)
C6H12O6 X X
NaCl X —
Proteína de Soja X —
Extrato de levedura X X
MgSO4 · 7H2O X X
MnSO4 · 4H2O X X
ZnSO4 · 7H2O X —
FeSO4 · 7H2O X —
CaCl2 · 2H2O X X

A Figura 4.15 mostra a série temporal da capacitância de membrana (Cm) e dos

valores do total de células experimentais e estimadas para dois exemplos dos doze

experimentos conduzidos com Bti (as demais figuras se encontram no Apêndice I).

O coeficiente da correlação de Pearson entre as séries temporais das contagem de

células totais avaliadas pelo método de McFarland (considerado “padrão-ouro”) e as

estimadas pelo método proposto foi calculado, para cada um dos doze experimentos

conduzidos (Tabela 4.7), assim como o coeficiente de correlação médio (r), que foi

de 0,99.

Os gráficos das variações das capacitâncias de membrana (Cm) e de eletrodo

(Cdl); e das resistências intracelular (Rcy) e do meio de cultivo (Rs) para Bti, de

um experimento típico (experimento 07), podem ser vistos nas Figuras 4.16 e 4.17,

respectivamente.

Na Figura 4.18 apresenta a comparação entre os métodos analítico (método de

McFarland) e de bioimpedância (BIS-STEP) através do método de Bland-Altman

[BLAND e ALTMAN (1986)], utilizando os experimentos 01 e 11 para Bti. Os

demais gráficos se encontram no Item J.2.1 do Apêndice J.2. Na Tabela 4.6, re-

produção da Tabela J.1, apresentou os vieses de Bland-Altman dos experimentos

com Bti. Cabe ressaltar que o experimento 2 não foi considerado nas análises.

Este valor de Bland-Altman [BLAND e ALTMAN (1986)] alto deve-se a uma falha/

pane na rede elétrica durante a aquisição dos dados de bioimpedância (BIS-STEP),

indicando que o mesmo é um outlier.
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Tabela 4.6 – Determinação das médias pelo método de Bland-Altman [BLAND e
ALTMAN (1986)] para Bti.

Arquivo
Concentração de número do Bland-Altman

inóculo (%) experimento Viés (%)
Bti20181219 5 1 −24,40
Bti20181219 10 2 −121,61
Bti20181219 15 3 −35,48
Bti20190111 5 4 20,81
Bti20190111 10 5 79,91
Bti20190111 15 6 28,72
Bti20190119 5 7 18,54
Bti20190119 10 8 15,33
Bti20190119 15 9 −9,03
Bti20190127 05 10 4,57
Bti20190127 10 11 −3,95
Bti20190127 15 12 −29,46

4.2.7.1 Aplicação do melhoramento do método aos dados de Saccha-

romyces cerevisiae

De modo a avaliar se o melhoramento do método de monitorização de biopro-

cesso por bioimpedância desenvolvido e testado para a bactéria Bti (Teoria da De-

manda de Oxigênio — OUR (Oxygen Uptake Rate)) poderia também ser aplicado

a microrganismos com crescimento simples, aplicou-se o mesmo a oito dados de

bioimpedância obtidos na primeira etapa do trabalho para crescimento da levedura

Saccharomyces cerevisiae (Tabela 4.2). Alguns experimentos apresentam valores da

contagem de células totais bem abaixo do esperado, acredita-se que foi devido à

retirada da alíquota do meio de cultivo, que não foi homogeneizada adequadamente

e/ou à retirada do sobrenadante, que pode ter absorvido algumas células (micror-

ganismos), como por exemplo os experimentos 7 e 8 (Tabela 4.2).

A composição utilizada para o meio de cultivo, não foi otimizada em função

das necessidades metabólicas da levedura Saccharomyces cerevisiae e, sim, adap-

tada de OLIVEIRA (2006) substituindo o açúcar mascavo por glicose anidra e

acrescentando-se o extrato de levedura. Então, considerando os valores dos parâme-

tros m0 e YG0 do trabalho de ZABRISKIE e HUMPHREY (1978) na determinação de

ω0 (Equação 4.9), resultando em ω0 = 0, 1414 rad/s. Os valores de a0 foram obtidos,

também, empiricamente dos dados experimentais, resultando em a01 = 56, 41×105

para o inóculo de 0,1 g/L e a05 = 161, 10×105 para o inóculo de 0,5 g/L.

A Figura 4.19 exemplifica a evolução temporal da capacitância da membrana

celular (Cm) e dos valores do número total de células experimentais e estimadas para

dois dos oito experimentos conduzidos com Saccharomyces cerevisiae, os demais se
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Tabela 4.7 – Correlação entre as células totais experimentais e estimadas para cada
experimento conduzido do Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti).

Experimento r p-value
1 0,99 1,02×10−17

2 1,00 1,69×10−18

3 0,97 2,27×10−11

4 1,00 1,13×10−22

5 0,99 4,85×10−18

6 1,00 6,92×10−24

7 0,97 5,64×10−12

8 0,98 4,15×10−14

9 1,00 3,03×10−22

10 0,99 5,24×10−15

11 1,00 1,77×10−19

12 0,99 1,50×10−15

r = 0,99

encontram no Item G.2 do Apêndice G.

O coeficiente da correlação de Pearson entre as séries temporais das contagens de

células totais avaliadas pelo método da câmara de Neubauer (considerado ”padrão-

ouro”) e as estimadas pelo método proposto foi calculado, para cada um dos oito

experimentos conduzidos (Tabela 4.8), assim como o coeficiente de correlação médio

(r) de 0,91.

Na Figura 4.20 apresenta a comparação entre os métodos analítico (câmara de

Neubauer) e de bioimpedância (BIS-STEP) através do método de Bland-Altman,

optou-se substituir a diferença entre os métodos pelo percentual da razão da dife-

rença entre os métodos pela média dessa diferença [BLAND e ALTMAN (1986)],

utilizando os experimentos 2 e 8 para a levedura Saccharomyces cerevisiae, corres-

pondendo aos inóculos de 0,5 g/L e 0,1 g/L, respectivamente. Os demais gráficos se

encontram no Item J.2.2 do Apêndice J.2. Na Tabela 4.9, reprodução da Tabela J.2,

apresentou as médias de Bland-Altman dos experimentos com Saccharomyces cere-

visiae.
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Tabela 4.8 – Correlação entre as células totais experimentais e estimadas para cada
experimento conduzido da Saccharomyces cerevisiae.

Experimento r p-value
1 0,95 1,98×10−6

2 0,97 5,78×10−8

3 0,98 1,63×10−9

4 0,99 4,59×10−9

5 0,82 2,20×10−3

6 0,97 2,29×10−10

7 0,88 2,58×10−7

8 0,80 2,14×10−5

r = 0,91

Tabela 4.9 – Determinação das médias pelo método de Bland-Altman [BLAND e
ALTMAN (1986)] para Saccharomyces cerevisiae.

Arquivo
Concentração de número do Bland-Altman

inóculo (g/L) experimento Viés (%)
Sc20170315 0,5 1 15,45
Sc20170328 0,5 2 1,27
Sc20170413 0,5 3 −106,80
Sc20170503 0,5 4 −78,31
Sc20170515 0,5 5 82,20
Sc20170801 0,1 6 −123,85
Sc20170831 0,1 7 81,71
Sc20170921 0,1 8 34,51
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Figura 4.16 – Curvas normalizadas das capacitâncias de membrana e de eletrodo
para um experimento típico para Bti (experimento 07), onde � e linha contínua
(cor preta) representam a variação da capacitância da membrana celular (Cm) e seu
ajuste; e  e linha tracejada (cor azul) representam a de eletrodo (Cdl) e seu ajuste.

Figura 4.17 – Curvas normalizadas das resistências do meio de cultivo e intracelular
para um experimento típico para Bti (experimento 07), onde � e linha contínua
(cor preta) representam a variação da resistência intracelular (Rcy) e seu ajuste; e
 e linha tracejada (cor azul) representam a do meio de cultivo (Rs) e seu ajuste.
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(a)

(b)

Figura 4.18 – Método de Bland-Altman [BLAND e ALTMAN (1986)] para os ex-
perimentos 01 (a) e 11 (b) com Bti, onde o viés em preto (linha contínua) foi de
-24,40% para o experimento 01 e -3,95% para o experimento 11, para ambos expe-
rimentos, sobre a média da diferença, onde 95% dos pontos estão compreendidos no
intervalo de 2 desvios-padrão.
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(a)

(b)

Figura 4.20 – Método de Bland-Altman [BLAND e ALTMAN (1986)] para os ex-
perimentos 2 (a) e 8 (b) com Saccharomyces cerevisiae , onde o viés em preto
(linha contínua) foi de 1,27% para o experimento 2 e 34,51% para o experimento 8,
para ambos experimentos, sobre a média da diferença, onde 95% dos pontos estão
compreendidos no intervalo de 2 desvios-padrão.
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Capítulo 5

Discussão

De modo análogo ao Capítulo 4, a discussão referente aos resultados obtidos no

trabalho será dividida na etapa inicial do estudo, que avaliou a viabilidade do método

BIS-STEP e, na segunda etapa, onde o método foi aprimorado para aplicação da

monitorização de microrganismos que apresentam crescimento complexo, como por

exemplo o Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti). Ao final será também

mostrado que o aprimoramento feito na segunda etapa também pode ser aplicado

a microrganismo que apresenta crescimento simples, como é o caso da levedura

Saccharomyces cerevisiae, estudada na etapa inicial.

5.1 Etapa 1: Viabilidade do uso da espectroscopia

de bio-impedância BIS-STEP

O estudo inicialmente desenvolvido procurou avaliar a viabilidade do uso do

método BIS-STEP na monitorização em tempo real de bioprocessos por meio de

um experimento de crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae [SALVINO

DA SILVA et al. (2016)]. Apesar dos valores dos parâmetros de bioimpedância do

modelo elétrico estarem sujeitos à escolha do mesmo e também aos procedimentos de

ajuste da curva teórica à curva experimental, os resultados relativos aos parâmetros

elétricos corroboram as pesquisas que afirmam ser possível monitorar o crescimento

de microrganismos (biomassa) por meio de parâmetros elétricos [DABROS et al.

(2009); KIM et al. (2009); KUANG e NELSON (1998); PETHIG e KELL (1987);

PLIQUETT (2010)].

Observou-se que o aumento da capacitância (Cm) acompanha o crescimento ce-

lular, corroborando achados anteriores da literatura [DABROS et al. (2009); KIM

et al. (2009); KUANG e NELSON (1998); PETHIG e KELL (1987); PLIQUETT

(2010)]. Tal comportamento pode ser considerado esperado, tendo em vista que os

microrganismos em suspensão em um meio de cultivo agem como pequenos capaci-
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tores, devido à presença da membrana celular.

A capacitância de eletrodo é derivada da dupla camada de cargas formada pelos

íons do meio de cultivo, mas também sofre influência da camada de microrganimos

aderidos no eletrodo. O primeiro fator é decorrente do fato do aumento do número

de microrganismos e de seu metabolismo modificar a composição iônica do meio de

cultivo, que além de afetar a resistência deste meio, afeta também a capacitância

de eletrodo [KARGUPTA et al. (2017); LIU et al. (2015)]. O segundo fator pode

ser explicado pelo fato de que havendo o aumento de células no meio de cultivo é

esperado um aumento das células aderidas [DABROS et al. (2009); KARGUPTA

et al. (2017); KUANG e NELSON (1998); LIU et al. (2015)]

As variações das resistências Rs e Rcy (Figura 4.8) observadas no presente es-

tudo apresentaram comportamento da evolução temporal similar ao observado por

YANG e BASHIR (2008) e HAUSE et al. (1981) e não possuem correlação tão evi-

dente com a quantidade de biomassa. Nestes trabalhos, os autores afirmam que

a redução da impedância durante o crescimento da biomassa se deve a quebra de

grandes moléculas e a troca de íons que ocorre na membrana celular (permeabilidade

seletiva), garantindo a diferença osmótica entre o meio de cultivo (suspensão) e a

região intracelular. Fica claro que este processo de troca de íons causa mudanças na

composição do meio de cultivo (suspensão) e, consequentemente, variações no pH

e na condutividade deste. Observa-se que estas variações das resistências (figuras

no Item G.1 do Apêndice G) possuem características interessantes. A diminuição

da resistência do meio de cultivo (Rs) implica no aumento de íons deste meio, au-

mentando sua condutividade. Entretanto, a resistência intracelular (Rcy) apresenta

um comportamento oposto de Rs. Em um dado momento, ela atinge um patamar

que pode ser interpretado que a permeabilidade da membrana mantenha a troca de

íons constante, em virtude da taxa de crescimento ser nula (µ = 0), ou seja para

cada célula gerada outra perde sua viabilidade [HAUSE et al. (1981); KUANG e

NELSON (1998); YANG e BASHIR (2008)]. A célula que se encontra em processo

de morte (denominado apoptose) tem suas proteínas carreadoras de íons desativa-

das bloqueando a troca de íons com o meio de cultivo [POLLARD et al. (2016);

RATLEDGE e KRISTIANSEN (2006); SPERELAKIS (2012)].

A tabela da regressão linear multivariada (Tabela 4.3) e a Figura 4.11, apresenta

resultados que foram considerados satisfatórios, uma vez que o valor da regressão

(r) é maior do que 0,8. Tal valor aponta para uma capacidade de monitoramento

do cultivo da levedura Saccharomyces cerevisiae.

A Figura 4.12 mostra que o método Bland-Altman [BLAND e ALTMAN (1986)]

apresentou um viés de 43,86% sobre a média da diferença para a Etapa 01 (regressão

linear multivariada). Lembrando que a câmara de Neubauer possui uma variação

na contagem de células de ±52% [FREUND e CAROL (1964)]. Observou-se que
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para valores de média acima de 100×105 UFC/mL ou para concentração de inóculo

alta (neste estudo, 0,5 g/L de levedura) indica que houve mais de uma diluição das

alíquotas retiradas, o que normalmente aumenta a dispersão. Entretanto, tem-se

que 95% dos dados obtidos encontram-se dentro do intervalo de 2 desvios-padrão,

somente 1 ponto estava fora deste intervalo.

5.2 Etapa 2: Melhoramento e aplicação do método

utilizando a teoria da Demanda de Oxigênio —

OUR

5.2.1 A bactéria Bacillus thuringiensis var. israelensis —

Bti

Sob a ação de um campo elétrico externo, os microrganismos agem como peque-

nos capacitores no meio de cultivo, constatando que seu crescimento está relacionado

com o aumento da capacitância (ou permissividade) deste meio [DABROS et al.

(2009); KIM et al. (2009); KUANG e NELSON (1998); PLIQUETT (2010)], cujo

comportamento temporal foi observado e que era assemelhado com o da demanda

de oxigênio (OUR) (Figura 4.14) A hipótese levantada de que a concentração celular

poderia ser obtida a partir da capacitância de membrana Cm, parâmetro do modelo

elétrico, está descrita no Item 4.2.5, uma vez que a concentração celular também

pode ser obtida analiticamente da Equação 2.2, através da demanda de oxigênio

[PANAROTTO (2014)].

Quando foi observada a necessidade do parâmetro OUR, e uma vez que os ex-

perimentos já tinham sido realizados, utilizaram-se os dados experimentais de m0 e

YG0 do estudo de PANAROTTO (2014) por possuir a mesma cepa e meio de cultivo

similar ao deste estudo. Apesar de similar, a ausência de alguns sais e proteínas pode

acarretar pequenas variações no crescimento de células vegetativas e, bem como, na

formação de esporos e cristais.

No gráfico inferior da Figura 4.15, observa-se que há um comportamento tempo-

ral similar entre as células totais experimentais (obtidas pelo método de McFarland

– Item 4.2.4) com aquelas estimadas por meio da série de valores de Cm (utilizando

os parâmetro m0 e YG0 de PANAROTTO (2014) – Item 4.2.5). A diferença entre

elas pode ser atribuída à determinação empírica de a0, sendo uma consequência

esperada do que foi dito no parágrafo anterior. Estas curvas apresentaram um coefi-

ciente de correlação médio (r) de 0,99 (vide Tabela 4.7), tal valor aponta para uma

capacidade de monitoramento do cultivo da bactéria Bti. PANAROTTO (2014)

obteve uma correlação de r = 0, 9947 comparando a curva de crescimento com a
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obtida por gravimetria (método analítico – offline) até o início da fase estacionária,

enquanto que os experimentos deste estudo foram além desta fase. Apesar de pos-

suir uma correlação análoga à observada no estudo de PANAROTTO (2014), que

usou o método offline, deve ser ressaltado que o método utilizado no presente estudo

para o monitoramento de microrganismos com crescimento complexo é um método

em tempo real (online), o que lhe confere maior potencial de utilização.

Um fato curioso observado com a bactéria Bti, comparando com a Saccharomy-

ces cerevisiae, no inóculo de 5% e usando o experimento 10 (figuras no Apêndice I),

a resistência intracelular (Rcy) apresenta um decaimento, em seguida, volta a au-

mentar e depois decai novamente. O primeiro decaimento pode ser explicado por

uma inibição pelo substrato quando o volume do inóculo é considerado pequeno em

relação ao do meio de cultivo e as células buscam manutenção de sua integridade (vi-

abilidade) [PEREIRA JÚNIOR et al. (2008); POLLARD et al. (2016); RATLEDGE

e KRISTIANSEN (2006); SPERELAKIS (2012)]. O aumento gradual de Rs inicia

na fase exponencial, onde ocorre a multiplicação de células vegetativas, indicando

a diminuição gradual do substrato. O segundo decaimento pode significar que as

células estão iniciando a esporulação [BORZANI et al. (2001); PEREIRA JÚNIOR

et al. (2008); POLLARD et al. (2016); RATLEDGE e KRISTIANSEN (2006); SAN-

CHES (2006); SPERELAKIS (2012)]. Isto pode ser observado e comparado com a

curva de células totais deste experimento, a fase exponencial se inicia por volta das

quatro horas e finaliza por volta das quatorze horas, onde se inicia a fase estacionária

indicando que uma ou mais fontes nutricionais se esgotaram.

O comportamento de Rs, para o inóculo de 5%, apresenta um valor mínimo é

alcançado por volta das doze horas e, em seguida, tende a aumentar, corroborando

que o número de íons do meio diminuiu, consequentemente há um aumento em sua

resistência.

Nos demais inóculos, 10% e 15% (usando por exemplo o comportamento do

experimento 11 - figuras no Apêndice I), o comportamento típico é assemelhado

ao da levedura, onde se observa um decaimento da resistência do meio de cultivo

(aumento de íons) e um aumento da resistência intracelular Rcy (permeabilidade

da membrana), isto se deve ao fato da quantidade dos inóculos possuírem volumes

maiores do que 5% em relação ao meio de cultivo reduzindo a inibição por substrato

[BORZANI et al. (2001); PEREIRA JÚNIOR et al. (2008); POLLARD et al. (2016);

RATLEDGE e KRISTIANSEN (2006); SANCHES (2006); SPERELAKIS (2012)].

Observando a curva de células totais deste experimento, a fase exponencial se inicia

em torno das três horas e finaliza em torno das treze horas. Indicando que a partir

deste ponto (fase estacionária), que uma ou mais fontes nutricionais se findaram e

onde a resistência do meio Rs atinge o valor mínimo e, em seguida, tende a aumentar.

Da Figura 4.18, o método Bland-Altman [BLAND e ALTMAN (1986)] apresenta
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um viés de -24,40% e -3,95% sobre a média da diferença para os experimentos

01 e 11 para Bti da Etapa 02, respectivamente. Observou-se que, o método de

McFarland (vide a tabela inserida no procedimento de operação do DensiCHEK®

– Figura A.4), apresenta uma variação nas leituras de ±12, 0% até 0,5 McF, outra

de ±7, 5% até 2,0 McF e a última de ±7, 0% até 3,0 McF. Cabe lembrar que o

bioprocesso deste estudo e de PANAROTTO (2014) são similares, onde o processo e

a cepa são idênticos, mas os meios de cultivo são diferentes. Os parâmetros utilizados

para estimar as células totais, m0 e YG0 obtidos de PANAROTTO (2014), afetaram

o resultado final. Isto pode ser visto através dos viéses obtidos do método de Bland-

Altman [BLAND e ALTMAN (1986)] para o experimento 01. Enquanto que o

experimento 11 encontra-se dentro da faixa de variação do método de McFarland.

5.2.2 A levedura Saccharomyces cerevisiae

Para a extrapolação da melhoria do método aos dados da levedura Saccharomy-

ces cerevisiae coletados na primeira etapa, aproveitou-se os dados de m0 e YG0 do

estudo de ZABRISKIE e HUMPHREY (1978) para o cômputo de ω0 e a0. Cabe

aqui novamente ressaltar que a composição do meio de cultivo, cepas e processos

diferentes são fatores que influenciam na produção e produtividade celular, o que

pode refletir em consequências na adoção dos parâmetros para os nossos experimen-

tos. Contudo, como já mencionado anteriormente, os experimentos já haviam sido

realizados. De modo a minimizar as discrepâncias entre as células totais experimen-

tais e estimadas, optou-se por escolher dois valores empíricos para a0, resultando em

a01 = 56, 41 ,×105 para o inóculo de 0,1 g/L e a05 = 161, 10 ,×105 para o inóculo de

0,5 g/L. Mesmo assim, em alguns casos houve diferenças notáveis entre a estimativa

de células totais e as estimadas (figuras do Item G.2 do Apêndice G), onde a ordem

de grandeza das células estimadas é quase o quádruplo das experimentais. Ape-

sar disso, a correlação média, considerando-se todos os experimentos, foi de 0, 91,

tal valor indica que o melhoramento do método de monitorização de bioprocesso

por bioimpedância desenvolvido e testado para a bactéria Bti (crescimento com-

plexo) também pode ser aplicado a microrganismos com crescimento simples, como

a levedura Saccharomyces cerevisiae.

A Figura 4.20, o método Bland-Altman [BLAND e ALTMAN (1986)] apresenta

um viés de 1,27% e 34,51% sobre a média da diferença para os experimentos 2 e 8

para Saccharomyces cerevisiae utilizando os dados obtidos da Etapa 01, respectiva-

mente. Entretanto, tem-se que 95% dos dados obtidos pelo método de Bland-Altman

[BLAND e ALTMAN (1986)] encontram-se dentro do intervalo de 2 desvios-padrão,

somente para o experimento 8 apresentou 1 ponto fora deste intervalo. Cabe lembrar

que o bioprocesso deste estudo é totalmente distinto do utilizado por ZABRISKIE
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e HUMPHREY (1978), cujos parâmetros m0 e YG0 foram utilizados para a estima-

ção de células totais. Mesmo assim, os experimentos 2 e 8 apresentaram resultados

inferiores aos reportados por FREUND e CAROL (1964) (±52%).

A técnica de espectroscopia de bioimpedância BIS-STEP apresenta como princi-

pal vantagem à aquisição de um número menor de sinais, onde uma única excitação

por degrau de tensão com arranjo de eletrodos bipolares, permitindo varrer uma

ampla faixa de frequência se comparada à aquisição sistemática dos equipamentos

comerciais (espectroscopia capacitiva) que utilizam excitação por varredura senoi-

dal. Além de possuir tempos de aquisição menores que os reportados na literatura

[KARGUPTA et al. (2018); SARRÓ et al. (2012, 2015)].
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Capítulo 6

Conclusão

Considera-se que o objetivo proposto para o estudo foi alcançado, ou seja,

desenvolveu-se um método de monitorização em tempo real (online) para avalia-

ção do número total de células em um bioprocesso (biomassa produzida), utilizando

a técnica de espectroscopia de impedância baseada na resposta de corrente a um

degrau de tensão (BIS-STEP), com uma correlação acima de r = 0, 9, para micror-

ganismos tanto com crescimento complexo (bactéria Bti) quanto com crescimento

simples (levedura Saccharomyces cerevisiae). O método apresentou um tempo de

aquisição de 2 s e de repetição da aquisição de 4 s, tendo sido o referido método

suficiente para a determinação da concentração celular durante todo o bioprocesso.

Dos parâmetros elétricos associados ao método de bioimpedância utilizado, a

capacitância de membrana (Cm) foi aquele que melhor se correlacionou com o cres-

cimento celular dos dois tipos de microrganismos estudados. A partir de tais parâ-

metros, o método desenvolvido foi capaz de estimar de forma satisfatória a quanti-

dade de biomassa tanto em microrganismos que possuam comportamento simples de

crescimento, como em microrganismos que apresentam um crescimento complexo,

exibindo alterações metabólicas, morfológicas e cinéticas significativas, que podem

influenciar na determinação da quantidade total de biomassa através da aplicação

direta dos métodos dielétricos e outros métodos de bioimpedância, sendo que o

tempo requerido para aquisição dos dados de corrente e para repetição são menores

que de trabalhos previamente publicados na literatura [KARGUPTA et al. (2018);

SARRÓ et al. (2012, 2015)]. Como os valores de ω0 e a0 são dependentes do mi-

crorganismo, pode-se dizer que o método necessita de uma certa calibração prévia

(determinação de m0 e YG0), sem ser in situ, para o tipo de microrganismo a ser mo-

nitorado. Contudo, não há necessidade de pré-aquecimento do sistema de medição,

como em outros casos [DABROS et al. (2009); KIM et al. (2009)]. Em virtude disso,

esta ferramenta pode ser uma boa alternativa em relação aos métodos tradicionais

utilizados comercialmente.

A utilização do método de Bland-Altman [BLAND e ALTMAN (1986)] permitiu
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a comparação de métodos analíticos (câmara de Neubauer e método de McFarland)

com a espectroscopia de bioimpedância (BIS-STEP), onde os vieses podem ser con-

siderados satisfatórios, levando-se em conta os parâmetros m0 e YG0 utilizados são de

outros bioprocessos similares (bactéria Bacillus thuringiensis var. israelensis – Bti

[PANAROTTO (2014)]) e distintos (levedura Saccharomyces cerevisiae [ZABRIS-

KIE e HUMPHREY (1978)]) do deste estudo.

A facilidade de aplicação da espectroscopia de bioimpedância baseada na res-

posta da corrente a excitação por um degrau de tensão (BIS-STEP) na monitori-

zação de bioprocesso torna esta nova técnica preferível na avaliação da biomassa

microbiana, pois requer menos tempo para ser aplicado, se comparado aos méto-

dos analíticos, elimina os erros inter e intra-examinador e não necessita de pessoal

treinados para sua execução.
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Capítulo 7

Proposta de Continuidade

Embora o presente estudo tenha mostrado bons resultados no uso da técnica de

bioimpedância para estimar a biomassa microbiana, para o seu aprimoramento e

generalização, sugere-se:

7.1 Expansão do Experimento

Haveria necessidade de se realizar mais experimentos em escala laboratorial ou de

bancada com microrganismos diferentes dos utilizados neste trabalho, por exemplo

fungos, usando, inicialmente, o mesmo modelo elétrico.

Em tais estudos seria importante monitorar variáveis como: percentual de CO2,

oxigênio dissolvido e porcentagem de saturação de oxigênio, para investigar a produ-

tividade celular, a produção de metabólitos secundários e o consumo de substratos.

7.2 Utilização em biorreator

7.2.1 Construção de um Sistema de Eletrodos para Biorrea-

tor

Seria também desejável que os trabalhos futuros se dedicassem a construir ele-

trodos que pudessem possibilitar a aplicação do presente método a biorreatores.

Infelizmente, não foi possível realizar-se esta continuidade do estudo. Nesse sentido,

sugere-se um design assemelhado ao da Figura 7.1, que ilustra um conjunto de ele-

trodos de aço inoxidável (diâmetro de 1,54 mm e distanciados de 2mm) inseridos em

uma base de teflon® ou material similar, que foram dimensionados para serem uti-

lizados em biorreator TEC-BIO-FLEX® (Figura 7.2) da TECNAL. O sensor cons-

truído seria utilizado em conjunto com uma futura versão do sistema que incluirá a

exibição final da biomassa estimada a partir dos parâmetros de bioimpedância.
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Figura 7.1 – Formato para o suporte dos eletrodos em uma base de Teflon®.

Figura 7.2 – Biorreator TEC-BIO-FLEX da TECNAL®.

7.2.2 Aplicação em biorreator

Com os eletrodos adaptados ao biorreator, seria desejável replicar os experimen-

tos de bancada no biorreator, com as concentrações definidas e seguindo o proce-

dimento descrito de maneira otimizada, utilizando concentrações distintas para o

microrganismo em questão, sob as seguintes condições de aeração, agitação e pH

específicas para ele. O objetivo de tais experimentos seria verificar se o sistema

desenvolvido monitora adequadamente bioprocessos realizados em biorreator, onde

as condições experimentais são um pouco diferentes daquelas observadas nos expe-

rimentos conduzidos no presente estudo.
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Apêndice A

Artigo em Congresso Nacional

Titulo: Monitoramento em Tempo Real de Bioprocessos

Baseado em Espectroscopia de Bioimpedância

XXV Congresso Brasileiro de Engenharia Biomédica —

CBEB 2016

Foz do Iguaçú – Paraná – Brasil

Resumo:

Um bioprocesso industrial ocorre normalmente em um biorreator, onde as várias

fases de crescimento dos microrganismos devem ser monitoradas para maximização

do processo. Os métodos analíticos offline são considerados padrão-ouro para

tal monitoração; porém, demandam normalmente longos períodos de tempo para

serem realizados, podendo limitar o rendimento de todo o processo por retardar

tomadas de decisões. Consequentemente há demanda para o desenvolvimento de

métodos de monitoramento em tempo real. Este estudo propõe um método on-line

de avalição da biomassa total e do percentual de microrganismos vivos por meio de

espectroscopia de bioimpedância. Os resultados obtidos durante a monitorização

de um processo de crescimento de Saccharomyces cerevisiae mostraram correlações

de r = 0,9234 e de r = 0,8122 com um método padrão-ouro, indicando que a técnica

proposta pode ser usada para a monitorização de bioprocessos.

Palavras-chave: bioprocesso, espectroscopia de bioimpedância, monitorização.

Download: https://drive.google.com/drive/folders/0B543adcG1FClQ21ZaFhCUmdwMlk
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Apêndice B

Artigo em Congresso Internacional

Title: Real-Time Monitoring of Yeasts Growth Based on

Bioimpedance Spectroscopy

World Congress on Medical Physics and Biomedical En-

gineering 2018 — IUPESM 2018

Prague – Czech Republic

Abstract:

Industrial bioprocesses usually occur in bioreactors, where the stages of a micro-

organism growth must be monitored to optimize the whole process. Offline analytical

methods are considered gold standard for such monitoring, but they are time consuming

and may postpone important decisions making. Thus, there is always demand for the

development of real time (online) monitoring methods for bioprocesses. Despite the

existence of some real time methods used to measure the concentration of biomass in real

time, such as optical density or turbidimetry, many of them are not able to distinguish

living microorganisms from other materials, including dead microorganisms. This work

proposes an online method for monitoring of total biomass, as well as the amount of

viable cells, using a bioimpedance spectroscopy based on the current response to a step

voltage excitation. To evaluate the proposed method, we performed an experiment of

growth with yeast strain Saccharomyces cerevisiae species with initial inoculum of 0.1g/L

and 0.5g/L. The total amount of microorganism (using Neubauer chamber), the number

of viable ones (using dyeing with methylene blue), and bioimpedance data were collected

every hour during a period of 12h. For each initial inoculum, series of data were collected.

The results indicate the proposed technique presents good prediction of the total amount

of microorganism (r = 0.918) and of the number of viable ones (r = 0.858).

Keywords: bioprocess, bioimpedance spectroscopy, monitoring yeast growth.
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Apêndice C

Rotina desenvolvida para adquirir os

sinais de corrente elétrica

Um protótipo baseado na técnica bipolar de espectroscopia de bioimpedância baseada

na resposta de corrente à aplicação de um degrau de tensão de 500 mV (BIS-STEP). Este

protótipo é controlado por um programa, escrito em LabVIEW®, cujos sinais de resposta

de corrente foram adquiridos com uma resolução de 14 bits a uma taxa de 100 kS/s por

uma placa de aquisição de dados (modelo USB–6351 da National Instruments®), onde

cada sinal adquirido é uma média de 20 leituras com intervalo de 10 ms, sob a forma de

exponencial dupla (Apêndice D — Equação D.24), bem como o fluxograma do programa

na Figura C.3.

O protótipo inicial conseguia ler apenas um canal utilizado para Saccharomyces cere-

visiae (Figura C.1), onde se lê uma concentração de inóculo por vez. Já na introdução de

experimentos com a bactéria Bacillus thuringiensis var. israelensis – Bti, adaptou-se um

conjuntos de relés que permite uma leitura sequencial de, no máximo, 03 (três) concen-

trações de pré-inóculo (5%, 10% e 15%). Manteve-se este único canal de modo a evitar

distorções significativas entre os canais da placa de aquisição, qualquer desvio ou distorção

é oriundo da placa de relés e da fiação (Figura C.2).

Figura C.1 – Protótipo inicial para Saccharomyces cerevisiae.
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Figura C.2 – Protótipo final para os microorganismos deste estudo.

Na Figura C.4 mostra a interface de usuário, onde se encontra uma área que configura

a aquisição dos dados como: frequência de amostragem, intervalo entre aquisições, número

de aquisições e a quantidade de dados amostrados por canal (ou eletrodo). Em outra área,

tem-se a identificação da placa de aquisição, a partir daí configura-se a porta de corrente, a

porta de tensão, o terminal DAQmx e as linhas DAQmx. A quantidade de eletrodos pode

ser configurada, sendo limitada a 3 (três). É possível configurar a sequência de eletrodos

para aquisição dos dados, tomando-se por referência a sequência de pré-inóculos de 5%,

10% e 15% do Bti (vide fluxograma da Figura C.3), respectivamente, tem-se as seguintes

sequências:

• 1 — 2 — 3;

• 2 — 3 — 1; e

• 3 — 1 — 2.

De modo a facilitar o entendimento, os dados de corrente adquiridos para Bti foram

salvos da seguinte forma:

PxxELyEXPaaaammdd_HHhMMminSSs

onde:

xx concentração do pré-inóculo conectado ao eletrodo;

y identificação do eletrodo;

aaaa ano;

mm mês;

dd dia;

HH horas;
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MM minutos; e

SS segundos.

Exemplificando: P05EL1_Exp20181219, P10EL2_Exp20181219, P15EL3_-

Exp20181219, P05EL2_Exp20190111, P10EL3_Exp20190111 e P15EL1_Exp20190111.

Figura C.3 – Fluxograma do programa LabVIEW®.
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Apêndice D

Cálculo da Corrente do Modelo

Elétrico Equivalente da Célula

Do modelo apresentado na Figura D.1, a corrente que circula é expressa pela razão da

tensão pela impedância total Z1, descrita pela Equação D.1 no domínio da frequência.

I(s) =
vd

Z1(s)
(D.1)

Figura D.1 – Modelo elétrico equivalente simplificado da célula em uma suspensão.

Inicialmente, calcula-se a impedância série Z3 composta por Rcy e Cm, logo:

Z3 = Rcy +
1

s · Cm

=
Rcy · s · Cm + 1

s · Cm

(D.2)

Z3 = Rcy ·
1 + s · τ3
s · τ3

; τ3 = Rcy · Cm (D.3)
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Tem-se que Z3, da Equação D.3, em paralelo com Rs, calcula-se esta impedância pa-

ralela Z2, logo:

Z2(s) =
Rs · Z3(s)

Rs + Z3(s)
=

Rs ·Rcy
1+s·τ3
s·τ3

Rs +Rcy
1+s·τ3
s·τ3

=
Rs ·Rcy

1+s·τ3
s·τ3

Rs·s·τ3+Rcy(1+s·τ3)
s·τ3

(D.4)

Z2(s) =
Rs ·Rcy · (1 + s · τ3)

Rs · s · τ3 +Rcy(1 + s · τ3)
=

Rs ·Rcy · τ3
(

1
τ3

+ s
)

(Rs +Rcy) · τ3 ·
(

s+
Rcy

(Rs+Rcy)τ3

) (D.5)

Z2(s) =
Rs ·Rcy

(

1
τ3

+ s
)

(Rs +Rcy) ·
(

s+
Rcy

(Rs+Rcy)τ3

) =
Rs ·Rcy

(

1
Rcy ·Cm

+ s
)

(Rs +Rcy) ·
(

s+
Rcy

(Rs+Rcy)·Rcy ·Cm

) (D.6)

Z2(s) =
Rs ·Rcy

(

1
Rcy ·Cm

+ s
)

(Rs +Rcy) ·
(

s+ 1
(Rs+Rcy)·Cm

) (D.7)

Z2(s) =
Rs ·Rcy

(

s+ 1
Rcy ·Cm

)

(Rs +Rcy) ·
(

s+ 1
(Rs+Rcy)·Cm

) (D.8)

Finlamente determina-se a impedância Z1, composta pela capacitância de eletrodo Cdl

e a impedância Z2, logo:

Z1(s) =
1

s · Cdl

+ Z2(s) =
1

s · Cdl

+
Rs ·Rcy

(

s+ 1
Rcy ·Cm

)

(Rs +Rcy) ·
(

s+ 1
(Rs+Rcy)·Cm

) (D.9)

Z1(s) =
(Rs +Rcy)

(

s+
Rcy

(Rs+Rcy)τ3

)

+Rs ·Rcy · Cdl

(

s2 + 1
τ3
s
)

(Rs +Rcy) · Cdl ·
(

s2 +
Rcy

(Rs+Rcy)τ3
s
) (D.10)

Z1(s) =
Rs ·Rcy · Cdl · s2 +

(

Rs·Rcy ·Cdl

τ3
+Rs +Rcy

)

s+
Rcy

τ3

(Rs +Rcy)Cdl · s2 +
Rcy ·Cdl

τ3
s

(D.11)

Z1(s) =
Rs ·Rcy · Cdl · s2 +

(

Rs·Rcy ·Cdl

Rcy ·Cm
+Rs +Rcy

)

s+
Rcy

Rcy ·Cm

(Rs +Rcy)Cdl · s2 +
Rcy ·Cdl

Rcy ·Cm
s

(D.12)

Z1(s) =
Rs ·Rcy · Cdl · s2 +

(

Rs·Cdl

Cm
+Rs +Rcy

)

s+ 1
Cm

(Rs +Rcy)Cdl · s2 + Cdl

Cm
s

(D.13)

Z1(s) =
Rs ·Rcy · Cdl

(

s2 +
(

Rs·Cdl

Cm
+Rs +Rcy

)

1
Rs·Rcy ·Cdl

s+ 1
Rs·Rcy ·Cdl·Cm

)

(Rs +Rcy)Cdl

(

s2 + 1
(Rs+Rcy)Cm

s
) (D.14)

Z1(s) =
Rs ·Rcy

Rs +Rcy

·
s2 +

(

Rs·Cdl

Cm
+Rs +Rcy

)

1
Rs·Rcy ·Cdl

s+ 1
Rs·Rcy ·Cdl·Cm

s2 + 1
(Rs+Rcy)Cm

s
(D.15)

93



Substituindo a Equação D.15 na Equação D.1, tem-se que:

I(s) =
vd
s

1

Z1(s)
=

vd
s

·

(

Rs+Rcy

Rs·Rcy

)

s
(

s+ 1
(Rs+Rcy)Cm

)

s2 +
(

Rs·Cdl

Cm
+Rs +Rcy

)

1
Rs·Rcy ·Cdl

s+ 1
Rs·Rcy ·Cdl·Cm

(D.16)

I(s) = vd ·
(

Rs +Rcy

Rs ·Rcy

)

·

(

s+ 1
(Rs+Rcy)Cm

)

s2 +
(

Rs·Cdl

Cm
+Rs +Rcy

)

1
Rs·Rcy ·Cdl

s+ 1
Rs·Rcy ·Cdl·Cm

(D.17)

De modo a facilitar o entendimento, a Equação D.17 pode ser escrita da seguinte forma:

I(s) = Ip
s+A

(s2 +Bs+ C)
(D.18)

onde:

Ip = vd

(

Rs +Rcy

Rs ·Rcy

)

(D.19)

A =
1

(Rs +Rcy)Cm

(D.20)

B =

(

Rs · Cdl

Cm

+Rs +Rcy

)

1

Rs ·Rcy · Cdl

(D.21)

C =
1

Rs ·Rcy · Cdl · Cm

(D.22)

Reescrevendo a Equação D.18 em frações parciais, fica da seguinte forma:

I(s) = Ip

{

K1

(s− s1)
+

K2

(s− s2)

}

(D.23)

Aplicando-se a transformada inversa de Laplace na Equação D.23, obtém-se a corrente

no domínio do tempo, sob a forma:

i(t) = Ip
(

K1 · es1t +K2 · es2t
)

(D.24)

Tem-se que a Equação D.18 pode ser reescrita da seguinte forma:

I(s) = Ip
s+ ωz

(

s2 +
ωp

Q
s+ ω2

p

) (D.25)

Comparando as Equações D.18 e D.25, observa-se que:

A = ωz ∴ ωz =
1

(Rs +Rcy)Cm

(D.26)

94



C = ω2
p ∴ ωp =

√
C =

√

1

Rs ·Rcy · Cdl · Cm

(D.27)

As raízes da equação do denominador da EquaçãoD.25 é da forma:

s =
−b±

√
b2 − 4ac

2a
(D.28)

onde

a = 1

b =
ωp

Q
= B (Equação D.18) =

(

Rs · Cdl

Cm

+Rs +Rcy

)

1

Rs ·Rcy · Cdl

c = ω2
p

(D.29)

As raízes da Equação D.28 são:

s1 =
−ωp + ωp

√

1− 4Q2

2Q

s2 =
−ωp − ωp

√

1− 4Q2

2Q

(D.30)

O valor de Q (fator de qualidade do filtro), obtido da Equação D.29 (b = B), resulta

em:

Q =
1

ωp [RsCdl + (Rcy +Rs)Cm]
(D.31)

Os valores de K1 e K2 da Equação D.23 são:

K1 =
s1 + ωz

s1 − s2

K2 =
s2 + ωz

s2 − s1

(D.32)

Através de rotinas de otimização implementadas em MATLAB® (Apêndice E),

determina-se os parâmetros K1, s1, K2 e s2 para cada sinal de corrente medido ao longo

do experimento.
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Apêndice E

Rotina desenvolvida para determinar

os coeficientes de Laplace das frações

parciais no domínio S

Esta rotina, escrita em MATLAB®, determina os coeficientes das frações parciais do

Anexo D (Equação D.23), tanto da levedura Saccharomyces cerevisiae quanto da bactéria

Bacillus thuringiensis var. israelensis – Bti.

0 clear;

clc;

2

global t_exp i_exp vd tempo conc;

4

% Seleciona arquivo/diretorio dos dados para ler os arquivos

6 *.TXT

% [FileName , DirNome , filtro ]= uigetfile(’D:\ MarcosSalvino\

8 Experimento\Dados’,’Selecione␣arquivo␣*.txt’,’*.txt’);

% FileName=fullfile(DirNome , FileName );

10 DirNome = uigetdir(’D:\ MarcosSalvino\Experimento\Dados’);

% ListaArquivo=dir(strcat(DirNome , ’\’, ’P10*.txt’));

12 ListaArquivo=dir(strcat(DirNome , ’\’, ’*.txt’));

14 % Seleciona a taxa de amostragem e a quantidade de amostras

Aviso = {’Digite␣a␣Taxa␣de␣Amostragem␣(100kS/s):’,

16 ’Digite␣a␣Quantidade␣de␣Amostras␣(max␣=␣100␣000):’};

Titulo = ’Informacoes␣Iniciais:’;

18 NumLines = 1;

RespostaPadrao = {’100000’,’2500’};

20 options.Resize = ’on’;

options.WindowStyle = ’normal ’;
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22 options.Interpreter = ’tex’;

Resposta = inputdlg(Aviso ,Titulo ,NumLines ,RespostaPadrao ,

24 options );

Taxa = str2num(char(Resposta(1)));

26 Final = str2num(char(Resposta(2)));

drawnow;

28 close;

30 h = waitbar(0,’5’,’Name’,’Aguarde ...’);

32 for Contador = 1:length(ListaArquivo)

close;

34 waitbar(Contador/length(ListaArquivo), h,sprintf(’Lendo␣%3d.o

arquivo␣de␣%3d’,Contador ,length(ListaArquivo )));

36 FileName = ListaArquivo(Contador ).name;

Dados = TrocaVirgulaPorPonto(FileName );

38

i_exp = Dados(2,2:Final);

40 vd = mean(Dados(3,2:Final ));

t_exp = (1/Taxa )*(0:length(i_exp)-1);

42

Peak = max(i_exp);

44

% coef_ini = [50 50 4e-6 1e-5 1e-8]; % Dados iniciais

46 coef_ini = [72.638607 53.958381 7.799130e-6 19.833454e-6 1e-8];

% Create data

48 coef = [];

OPTIONS = optimset(’MaxIter ’,1000,’TolFun ’,0.001,’TolX’,0.01);

50 coef = fminsearch(@funcaoerro3_residuosEQ ,coef_ini ,OPTIONS );

52 Rs = coef(1);

Rcy = coef(2);

54 Cm = coef(3);

Cdl = coef(4);

56 t0 = coef(5);

58 Ip = vd*((Rs+Rcy)/(Rs*Rcy));

60 A = 1/((Rs+Rcy)*Cm);

B = ((Rs*Cdl/Cm)+Rs+Rcy)*(1/(Rs*Rcy*Cdl));

62 C = 1/(Rs*Rcy*Cdl*Cm);
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64 BB = [1 A];

AA = [1 B C];

66 [R,P,K] = residue(BB,AA);

k1 = R(1);

68 k2 = R(2);

70 s1 = P(1);

s2 = P(2);

72

i_teo = Ip .*(k1.* exp(s1.*(t_exp -t0)) + k2.* exp(s2.*(t_exp -

74 t0)));

76 % Apresentacao dos Resultados - Valores dos Parametros do

Modelo Eletrico

78 disp(’[k1␣␣␣k2]’);

disp([k1 k2]);

80 disp(’[s1␣␣␣s2]’);

disp([s1 s2]);

82

disp(’[Rs␣␣␣Rcy]␣-␣Ohms’);

84 disp(coef(1:2));

86 disp(’[Cm␣␣␣Cdl]␣-␣uF’);

disp(coef(3:4)*1e6);

88

Vetor_File(Contador) = {char(FileName )};

90 Vetor_Rs(Contador) = [Rs];

Vetor_Rcy(Contador) = [Rcy];

92 Vetor_Cm(Contador) = [Cm]*1e6;

Vetor_Cdl(Contador) = [Cdl]*1e6;

94 Vetor_Impedancia(Contador) = vd/Peak;

Vetor_Tensao(Contador) = vd;

96 Vetor_PicoCorrente(Contador) = [Peak]*1000;

VetorConc(Contador) = str2num(FileName(2:3));

98 % Grafico_Iteo = zeros(length(i_teo),Contador );

Grafico_Iteo{Contador} = [i_teo]*1000;

100 % Grafico_Iexp = zeros(length(i_exp),Contador );

Grafico_Iexp{Contador} = [i_exp]*1000;

102 %% Imprime os valores da Exponencial Dupla

Z= sprintf(’Y=␣%0.4g␣.exp(%0.4g␣t)␣+␣␣%0.4g␣.exp(%0.4g␣t)’,
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104 k1*Ip,s1,k2*Ip,s2);

disp(Z);

106 Vetor_PicoCorrenteTeo(Contador) = ((k1+k2)*Ip)*1000;

108 % hold off

k(Contador) = Contador;

110 end

112 delete(h); % Fecha a janela de espera ....

114 %% ============================================

% Dados para a tabela

116 VetorRs = Vetor_Rs’;

VetorRcy␣␣=␣Vetor_Rcy’;

118 VetorCm = Vetor_Cm’;

VetorCdl␣␣=␣Vetor_Cdl’;

120 VetorIexp = Vetor_PicoCorrente ’;

VetorIteo␣=␣Vetor_PicoCorrenteTeo ’;

122

%% Gravacao dos Dados Calculados do Modelo Eletrico e dos

124 Picos de Corrente

% Extensao dos arquivos *.DAT

126 NewName = [FileName(8:18) ’_Bti.csv’];

T = table(Vetor_File’,Vetor_PicoCorrente ’,Vetor_Tensao’,

128 Vetor_Impedancia ’,VetorRs ,VetorRcy ,VetorCm ,VetorCdl ,

VetorConc ’,’VariableNames ’,{’Arquivo ’,’Corrente_mA’,

130 ’Tensao_mV’,’Imp_Ohms’,’Rs_Ohms’,’Rcy_Ohms’,’Cm_uF’,

’Cdl_uF’,’Concentracao ’});

132 writetable(T,NewName ,’Delimiter ’,’ ’);

NewName1␣=␣[FileName(1:10)␣’_PicoCorr.dat’];

134 T␣=␣table([Vetor_PicoCorrente ’],’VariableNames ’,{’Corrente_mA’});

writetable(T,NewName1,’Delimiter ’,’␣’);
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Apêndice F

Dados obtidos nos experimentos

conduzidos com a levedura

Saccharomyces cerevisiae
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Apêndice G

Figuras do experimento conduzido

com Saccharomyces cerevisiae não

inclusas no texto

G.1 Curvas utilizando a câmara de Neubauer

No gráfico superior de cada figura (letra a), o sinal � e linha contínua (em preto)

indicam as contagens de células totais e seu ajuste, o sinal  e linha tracejada (em azul)

as contagens de células viáveis e o sinal N e linha pontillhada (em vermelho) as contagens

de células não viáveis (utilizando azul de metileno).

No gráfico central de cada figura (letra b), tem-se a curva normalizada da variação das

resistências do meio de cultivo (Rs) (� e linha contínua) e intracelular (Rcy) ( e linha

tracejada).

No gráfico inferior de cada figura (letra c), tem-se a curva normalizada da variação

das capacitâncias da membrana celular (Cm) (� e linha contínua) e de eletrodo (Cdl) ( 

e linha tracejada).
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(a)

(b)

(c)

Figura G.1 – (a) Contagem de células, (b) variação das resistências do meio de
cultivo Rs e intracelular Rcy e (c) variação das capacitâncias de membrana Cm e de
eletrodo Cdl do experimento 01.
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(a)

(b)

(c)

Figura G.2 – (a) Contagem de células, (b) variação das resistências do meio de
cultivo Rs e intracelular Rcy e (c) variação das capacitâncias de membrana Cm e de
eletrodo Cdl do experimento 02.
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(a)

(b)

(c)

Figura G.3 – (a) Contagem de células, (b) variação das resistências do meio de
cultivo Rs e intracelular Rcy e (c) variação das capacitâncias de membrana Cm e de
eletrodo Cdl do experimento 03.
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(a)

(b)

(c)

Figura G.4 – (a) Contagem de células, (b) variação das resistências do meio de
cultivo Rs e intracelular Rcy e (c) variação das capacitâncias de membrana Cm e de
eletrodo Cdl do experimento 04.
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(a)

(b)

(c)

Figura G.5 – (a) Contagem de células, (b) variação das resistências do meio de
cultivo Rs e intracelular Rcy e (c) variação das capacitâncias de membrana Cm e de
eletrodo Cdl do experimento 05.

111



(a)

(b)

(c)

Figura G.6 – (a) Contagem de células, (b) variação das resistências do meio de
cultivo Rs e intracelular Rcy e (c) variação das capacitâncias de membrana Cm e de
eletrodo Cdl do experimento 06.
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(a)

(b)

(c)

Figura G.7 – (a) Contagem de células, (b) variação das resistências do meio de
cultivo Rs e intracelular Rcy e (c) variação das capacitâncias de membrana Cm e de
eletrodo Cdl do experimento 07.
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(a)

(b)

(c)

Figura G.8 – (a) Contagem de células, (b) variação das resistências do meio de
cultivo Rs e intracelular Rcy e (c) variação das capacitâncias de membrana Cm e de
eletrodo Cdl do experimento 08.
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G.2 Curvas utilizando a demanda de oxigênio

(OUR)

No gráfico superior de cada figura, o sinal + e linha contínua (em vermelho) indicam as

variações de Cm e seu ajuste, respectivamente. No gráfico inferior de cada figura, compara-

se o total de células (CT) experimentais medido na câmara de Neubauer e seu ajuste (sinal

� e linha contínua) em preto, com o total de células estimadas pelo método proposto

(Equação 4.8) e seu ajuste ( e linha tracejada) em azul, respectivamente.

Figura G.9 – Série temporal da capacitância de membrana (Cm) e das células to-
tais (experimentais e estimadas) para o experimento 01 com Saccharomyces
cerevisiae .
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Figura G.10 – Série temporal da capacitância de membrana (Cm) e das células
totais (experimentais e estimadas) para o experimento 02 com Saccharomyces
cerevisiae .
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Figura G.11 – Série temporal da capacitância de membrana (Cm) e das células
totais (experimentais e estimadas) para o experimento 03 com Saccharomyces
cerevisiae .
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Figura G.12 – Série temporal da capacitância de membrana (Cm) e das células
totais (experimentais e estimadas) para o experimento 04 com Saccharomyces
cerevisiae .

118



Figura G.13 – Série temporal da capacitância de membrana (Cm) e das células
totais (experimentais e estimadas) para o experimento 05 com Saccharomyces
cerevisiae .
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Figura G.14 – Série temporal da capacitância de membrana (Cm) e das células
totais (experimentais e estimadas) para o experimento 06 com Saccharomyces
cerevisiae .
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Figura G.15 – Série temporal da capacitância de membrana (Cm) e das células
totais (experimentais e estimadas) para o experimento 07 com Saccharomyces
cerevisiae .
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Figura G.16 – Série temporal da capacitância de membrana (Cm) e das células
totais (experimentais e estimadas) para o experimento 08 com Saccharomyces
cerevisiae .
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Apêndice H

Dados obtidos nos experimentos

conduzidos com a bactéria Bacillus

thuringiensis var. israelensis – Bti
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Apêndice I

Figuras do experimento conduzido

com Bacillus thuringiensis var.

israelensis (Bti) não inclusas no

texto

I.1 Curvas utilizando o densiCHECKr – método de

McFarland

No gráfico superior de cada figura (letra a), tem-se a curva normalizada da variação

das capacitâncias da membrana celular (Cm) (� e linha contínua) e de eletrodo (Cdl) ( 

e linha tracejada).

No gráfico inferior de cada figura (letra b), tem-se a curva normalizada da variação das

resistências do meio de cultivo (Rcy) (� e linha contínua) e intracelular (Rs) ( e linha

tracejada).
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(a)

(b)

Figura I.1 – (a) variação das capacitâncias de membrana Cm e de eletrodo Cdl,
(b) variação das resistências do meio de cultivo Rs e intracelular Rcy do experi-
mento 01 com Bti.
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(a)

(b)

Figura I.2 – (a) variação das capacitâncias de membrana Cm e de eletrodo Cdl,
(b) variação das resistências do meio de cultivo Rs e intracelular Rcy do experi-
mento 02 com Bti.
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(a)

(b)

Figura I.3 – (a) variação das capacitâncias de membrana Cm e de eletrodo Cdl,
(b) variação das resistências do meio de cultivo Rs e intracelular Rcy do experi-
mento 03 com Bti.
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(a)

(b)

Figura I.4 – (a) variação das capacitâncias de membrana Cm e de eletrodo Cdl,
(b) variação das resistências do meio de cultivo Rs e intracelular Rcy do experi-
mento 04 com Bti.
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(a)

(b)

Figura I.5 – (a) variação das capacitâncias de membrana Cm e de eletrodo Cdl,
(b) variação das resistências do meio de cultivo Rs e intracelular Rcy do experi-
mento 05 com Bti.
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(a)

(b)

Figura I.6 – (a) variação das capacitâncias de membrana Cm e de eletrodo Cdl,
(b) variação das resistências do meio de cultivo Rs e intracelular Rcy do experi-
mento 06 com Bti.
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(a)

(b)

Figura I.7 – (a) variação das capacitâncias de membrana Cm e de eletrodo Cdl,
(b) variação das resistências do meio de cultivo Rs e intracelular Rcy do experi-
mento 07 com Bti.
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(a)

(b)

Figura I.8 – (a) variação das capacitâncias de membrana Cm e de eletrodo Cdl,
(b) variação das resistências do meio de cultivo Rs e intracelular Rcy do experi-
mento 08 com Bti.
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(a)

(b)

Figura I.9 – (a) variação das capacitâncias de membrana Cm e de eletrodo Cdl,
(b) variação das resistências do meio de cultivo Rs e intracelular Rcy do experi-
mento 09 com Bti.
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(a)

(b)

Figura I.10 – (a) variação das capacitâncias de membrana Cm e de eletrodo Cdl,
(b) variação das resistências do meio de cultivo Rs e intracelular Rcy do experi-
mento 10 com Bti.

144



(a)

(b)

Figura I.11 – (a) variação das capacitâncias de membrana Cm e de eletrodo Cdl,
(b) variação das resistências do meio de cultivo Rs e intracelular Rcy do experi-
mento 11 com Bti.
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(a)

(b)

Figura I.12 – (a) variação das capacitâncias de membrana Cm e de eletrodo Cdl,
(b) variação das resistências do meio de cultivo Rs e intracelular Rcy do experi-
mento 12 com Bti.
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I.2 Curvas utilizando a demanda de oxigênio

(OUR)

No gráfico superior de cada figura, o sinal + e linha tracejada indicam as variações de

Cm e seu ajuste, respectivamente. No gráfico inferior de cada figura, compara-se o total

de células (CT) experimentais medido pelo método de McFarland e seu ajuste (sinal � e

linha contínua) com o total de células estimadas pelo método proposto (Equação 4.8) e

seu ajuste ( e linha pontilhada, respectivamente).

Figura I.13 – Série temporal da capacitância de membrana (Cm) e das células totais
(experimentais e estimadas) para o experimento 01 com Bti.
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Figura I.14 – Série temporal da capacitância de membrana (Cm) e das células totais
(experimentais e estimadas) para o experimento 02 com Bti.
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Figura I.15 – Série temporal da capacitância de membrana (Cm) e das células totais
(experimentais e estimadas) para o experimento 03 com Bti.
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Figura I.16 – Série temporal da capacitância de membrana (Cm) e das células totais
(experimentais e estimadas) para o experimento 04 com Bti.
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Figura I.17 – Série temporal da capacitância de membrana (Cm) e das células totais
(experimentais e estimadas) para o experimento 05 com Bti.
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Figura I.18 – Série temporal da capacitância de membrana (Cm) e das células totais
(experimentais e estimadas) para o experimento 06 com Bti.
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Figura I.19 – Série temporal da capacitância de membrana (Cm) e das células totais
(experimentais e estimadas) para o experimento 07 com Bti.
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Figura I.20 – Série temporal da capacitância de membrana (Cm) e das células totais
(experimentais e estimadas) para o experimento 08 com Bti.
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Figura I.21 – Série temporal da capacitância de membrana (Cm) e das células totais
(experimentais e estimadas) para o experimento 09 com Bti.
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Figura I.22 – Série temporal da capacitância de membrana (Cm) e das células totais
(experimentais e estimadas) para o experimento 10 com Bti.
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Figura I.23 – Série temporal da capacitância de membrana (Cm) e das células totais
(experimentais e estimadas) para o experimento 11 com Bti.
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Figura I.24 – Série temporal da capacitância de membrana (Cm) e das células totais
(experimentais e estimadas) para o experimento 12 com Bti.
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Apêndice J

Método de Bland-Altman para os

experimentos conduzidos com a

levedura Saccharomyces cerevisiae e

com a bactéria Bacillus

thuringiensis var. israelensis (Bti)

J.1 Curva da Etapa 01 - Viabilidade do BIS-STEP

No gráfico apresentado na Figura J.1, utilizando a avaliação de Bland-Altman [BLAND

e ALTMAN [1986]] se obteve a comparação dos métodos analítico e de bioimpedância,

respectivamente os métodos da câmara de Neubauer e do BIS-STEP, utilizando a regressão

linear multivariada para células totais, onde foram utilizados todos os dados dos inóculos

de 0,1 g/L e 0,5 g/L com o viés em preto (linha contínua) foi de 43,86%, onde 95% dos

pontos estão compreendidos no intervalo de 2 desvios-padrão. O eixo y da Figura J.1

representa o percentual da razão da diferença entre os métodos pela média dessa diferença.
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Figura J.1 – Avaliação de Bland-Altman entre os métodos analítico (câmara de Neu-
bauer) e de bioimpedância (BIS-STEP) utilizando a regressão linear multivariada
do experimento com Saccharomyces cerevisiae para células totais, onde o viés em
preto (linha contínua) foi de 43,85%, onde o eixo y representa o percentual da razão
da diferença entre os métodos pela média dessa diferença.

J.2 Curva da Etapa 02

J.2.1 Bacillus thuringiensis var. israelensis – Bti

Nos gráficos apresentados a partir da Figura J.2, utilizando a avaliação de Bland-

Altman [BLAND e ALTMAN [1986]] se obteve a comparação dos métodos analítico e de

bioimpedância, respectivamente os métodos de McFarland e do BIS-STEP para células to-

tais, onde o viés em preto (linha continua) foi expresso em percentual da razão da diferença

entre os métodos pela média dessa diferença, onde 95% dos pontos estão compreendidos

no intervalo de 2 desvios-padrão.

Na Tabela J.1 encontram-se os vieses determinados pelo método Bland-Altman

[BLAND e ALTMAN [1986]] para Bacillus thuringiensis var. israelensis – Bti.
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Tabela J.1 – Determinação das médias pelo método de Bland-Altman [BLAND e
ALTMAN [1986]] para Bti.

Arquivo
Concentração de número do Bland-Altman

inóculo (%) experimento Viés (%)
Bti20181219 5 1 −24,40
Bti20181219 10 2 −121,61
Bti20181219 15 3 −35,48
Bti20190111 5 4 20,81
Bti20190111 10 5 79,91
Bti20190111 15 6 28,72
Bti20190119 5 7 18,54
Bti20190119 10 8 15,33
Bti20190119 15 9 −9,03
Bti20190127 05 10 4,57
Bti20190127 10 11 −3,95
Bti20190127 15 12 −29,46

Figura J.2 – Avaliação de Bland-Altman entre os métodos analítico (método de
McFarland) e de bioimpedância (BIS-STEP) para o experimento 01 com Bti
para células totais, onde o viés em preto (linha continua) foi de -24,40% sobre a
média da diferença, onde 95% dos pontos estão compreendidos no intervalo de 2
desvios-padrão.
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Figura J.3 – Avaliação de Bland-Altman entre os métodos analítico (método de
McFarland) e de bioimpedância (BIS-STEP) para o experimento 02 com Bti
para células totais, onde o viés em preto (linha continua) foi -121,61% sobre a média
da diferença, onde 95% dos pontos estão compreendidos no intervalo de 2 desvios-
padrão.

Figura J.4 – Avaliação de Bland-Altman entre os métodos analítico (método de
McFarland) e de bioimpedância (BIS-STEP) para o experimento 03 com Bti
para células totais, onde o viés em preto (linha continua) foi de -35,48% sobre a
média da diferença, onde 95% dos pontos estão compreendidos no intervalo de 2
desvios-padrão.
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Figura J.5 – Avaliação de Bland-Altman entre os métodos analítico (método de
McFarland) e de bioimpedância (BIS-STEP) para o experimento 04 com Bti
para células totais, onde o viés em preto (linha continua) foi de 20,81% sobre a
média da diferença, onde 95% dos pontos estão compreendidos no intervalo de 2
desvios-padrão.

Figura J.6 – Avaliação de Bland-Altman entre os métodos analítico (método de
McFarland) e de bioimpedância (BIS-STEP) para o experimento 05 com Bti
para células totais, onde o viés em preto (linha continua) foi de 79,91% sobre a
média da diferença, onde 95% dos pontos estão compreendidos no intervalo de 2
desvios-padrão.
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Figura J.7 – Avaliação de Bland-Altman entre os métodos analítico (método de
McFarland) e de bioimpedância (BIS-STEP) para o experimento 06 com Bti
para células totais, onde o viés em preto (linha continua) foi de 28,72% sobre a
média das diferenças, onde 95% dos pontos estão compreendidos no intervalo de 2
desvios-padrão.

Figura J.8 – Avaliação de Bland-Altman entre os métodos analítico (método de
McFarland) e de bioimpedância (BIS-STEP) para o experimento 07 com Bti
para células totais, onde o viés em preto (linha continua) foi de 18,54% sobre a
média da diferença, onde 95% dos pontos estão compreendidos no intervalo de 2
desvios-padrão.
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Figura J.9 – Avaliação de Bland-Altman entre os métodos analítico (método de
McFarland) e de bioimpedância (BIS-STEP) para o experimento 08 com Bti
para células totais, onde o viés em preto (linha continua) foi de 15,33% sobre a
média da diferença, onde 95% dos pontos estão compreendidos no intervalo de 2
desvios-padrão.

Figura J.10 – Avaliação de Bland-Altman entre os métodos analítico (método de
McFarland) e de bioimpedância (BIS-STEP) para o experimento 09 com Bti
para células totais, onde o viés em preto (linha continua) foi de -9,03% sobre a
média da diferença, onde 95% dos pontos estão compreendidos no intervalo de 2
desvios-padrão.
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Figura J.11 – Avaliação de Bland-Altman entre os métodos analítico (método de
McFarland) e de bioimpedância (BIS-STEP) para o experimento 10 com Bti
para células totais, onde o viés em preto (linha continua) foi de 4,57% sobre a média
da diferença, onde 95% dos pontos estão compreendidos no intervalo de 2 desvios-
padrão.

Figura J.12 – Avaliação de Bland-Altman entre os métodos analítico (método de
McFarland) e de bioimpedância (BIS-STEP) para o experimento 11 com Bti
para células totais, onde o viés em preto (linha continua) foi de -3,95% sobre a
média da diferença, onde 95% dos pontos estão compreendidos no intervalo de 2
desvios-padrão.
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Figura J.13 – Avaliação de Bland-Altman entre os métodos analítico (método de
McFarland) e de bioimpedância (BIS-STEP) para o experimento 12 com Bti
para células totais, onde o viés em preto (linha continua) foi de -29,46% sobre a
média da diferença, onde 95% dos pontos estão compreendidos no intervalo de 2
desvios-padrão.

J.2.2 Saccharomyces cerevisiae – aplicação do método da

Etapa 02 nos dados da Etapa 01

Nos gráficos apresentados a partir da Figura J.14, utilizando a avaliação de Bland-

Altman [BLAND e ALTMAN [1986]] se obteve a comparação dos métodos analítico e de

bioimpedância, com os respectivos métodos da câmara de Neubauer e do BIS-STEP para

células totais, onde o viés em preto (linha continua) foi expresso em percentual da razão

da diferença entre os métodos pela média dessa diferença, onde 95% dos pontos estão

compreendidos no intervalo de 2 desvios-padrão.

Na Tabela J.2 encontram-se os vieses determinados pelo método Bland-Altman

[BLAND e ALTMAN [1986]] para Saccharomyces cerevisiae, utilizando os dados obtidos

na Etapa 01.

167



Tabela J.2 – Determinação das médias pelo método de Bland-Altman [BLAND e
ALTMAN [1986]] para Saccharomyces cerevisiae.

Arquivo
Concentração de número do Bland-Altman

inóculo (g/L) experimento Viés (%)
Sc20170315 0,5 1 15,45
Sc20170328 0,5 2 1,27
Sc20170413 0,5 3 −106,80
Sc20170503 0,5 4 −78,31
Sc20170515 0,5 5 82,20
Sc20170801 0,1 6 −123,85
Sc20170831 0,1 7 81,71
Sc20170921 0,1 8 34,51

Figura J.14 – Avaliação de Bland-Altman entre os métodos analítico (câmara de
Neubauer) e de bioimpedância (BIS-STEP) para o experimento 01 com Saccha-
romyces cerevisiae para células totais, onde o viés em preto (linha contínua) foi
de 15,45% sobre a média da diferença, onde 95% dos pontos estão compreendidos
no intervalo de 2 desvios-padrão.
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Figura J.15 – Avaliação de Bland-Altman entre os métodos analítico (câmara de
Neubauer) e de bioimpedância (BIS-STEP) para o experimento 02 com Saccha-
romyces cerevisiae para células totais, onde o viés em preto (linha contínua) foi
de 1,27% sobre a média da diferença, onde 95% dos pontos estão compreendidos no
intervalo de 2 desvios-padrão.

Figura J.16 – Avaliação de Bland-Altman entre os métodos analítico (câmara de
Neubauer) e de bioimpedância (BIS-STEP) para o experimento 03 com Saccha-
romyces cerevisiae para células totais, onde o viés em preto (linha contínua) foi
de -106,81% sobre a média da diferença, onde 95% dos pontos estão compreendidos
no intervalo de 2 desvios-padrão.
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Figura J.17 – Avaliação de Bland-Altman entre os métodos analítico (câmara de
Neubauer) e de bioimpedância (BIS-STEP) para o experimento 04 com Saccha-
romyces cerevisiae para células totais, onde o viés em preto (linha contínua) foi
de -78,31% sobre a média da diferença, onde 95% dos pontos estão compreendidos
no intervalo de 2 desvios-padrão.

Figura J.18 – Avaliação de Bland-Altman entre os métodos analítico (câmara de
Neubauer) e de bioimpedância (BIS-STEP) para o experimento 05 com Saccha-
romyces cerevisiae para células totais, onde o viés em preto (linha contínua) foi
de 82,20% sobre a média da diferença, onde 95% dos pontos estão compreendidos
no intervalo de 2 desvios-padrão.
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Figura J.19 – Avaliação de Bland-Altman entre os métodos analítico (câmara de
Neubauer) e de bioimpedância (BIS-STEP) para o experimento 06 com Saccha-
romyces cerevisiae para células totais, onde o viés em preto (linha contínua) foi
de -123,85% sobre a média da diferença, onde 95% dos pontos estão compreendidos
no intervalo de 2 desvios-padrão.

Figura J.20 – Avaliação de Bland-Altman entre os métodos analítico (câmara de
Neubauer) e de bioimpedância (BIS-STEP) para o experimento 07 com Saccha-
romyces cerevisiae para células totais, onde o viés em preto (linha contínua) foi
de 81,71% sobre a média da diferença, onde 95% dos pontos estão compreendidos
no intervalo de 2 desvios-padrão.

171



Figura J.21 – Avaliação de Bland-Altman entre os métodos analítico (câmara de
Neubauer) e de bioimpedância (BIS-STEP) para o experimento 08 com Saccha-
romyces cerevisiae para células totais, onde o viés em preto (linha contínua) foi
de 34,51% sobre a média da diferença, onde 95% dos pontos estão compreendidos
no intervalo de 2 desvios-padrão.
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Anexo A

DensiCHEKr plus — Medição

eletrônica da escala de McFarland

A medição do crescimento microbiano foi realizada através do método de McFarland,

que se baseia na comparação da turbidez (através de diluições sucessivas, se for o caso) da

amostra em relação à da referência (padrão), conforme mostra a Figura A.1.

Figura A.1 – Exemplo de utilização do método de McFarland, onde à esquerda se
encontra o padrão e, à direita, a amostra.

O equipamento DensiCHEKr determina o valor da escala de McFarland sem a neces-

sidade de diluição até o valor de 4,0 McF, apresentado na Figura A.2, acima deste valor

faz-se necessário uma nova diluição de modo que o novo valor esteja dentro da faixa do

equipamento.

Este equipamento vem com um conjunto de 03 referências (padrões) de McFarland

certificadas e 01 em branco, conforme Figura A.3.

Em anexo, encontra-se o procedimento de utilização e operação do DensiCHEK forne-

cido pelo fabricante, apresentado na Figura A.4.
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(a) (b)

Figura A.2 – DensiCHEK: a) Turbidímetro digital baseado em McFarland. b)
Identificação das principais partes.

(a) (b)

Figura A.3 – Material de referência certificado (MRC) para DensiCHEK a) Etiqueta
da certificação com data de validade. b) Materiais (turbidez) de referência.
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Figura A.4 – DensiCHEK: Procedimento de utilização e operação.
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