19. ESTUDO DE CASOS
19.1. ASPECTOS PROBABILISTICOS DA PROLIFERAGAO DE BACTERIAS DO SOLO.

Dois tipos de probabilidades ou frequencias podem ser delineados:em graficos:

10 - Histogramas ou Curvas de poligonos que descrevem a distribuicao de uma deter
minada propriedade, nem instante t ou com relacao a uma faixa de resultados.

Ver Figuras 48, 49 e 50.

20 - Serie Temporal ou Curva Cinetica de Proliferacao, Ver Figura 51.

Como exemplo do primeiro caso,Hattori®® inseriu tubos capilares num solo e
descobriu que as populacoes bacterianas consistiam de descendentes de uma ou algumas
celulas, dentre varias centenas de celulas originalmente edistentes na ponta de cada tuba.

Por metodos estatisticos, Hattori®® verificou que os processos de prolifera
cao de bacterias nos micrositios da estrutura do solo eram eventos raros. A distribui
cao das densidades de celulas nos tubos capilares apresentou a forma de "J" invertido.
(Figuras 48 e 50).

Tal estudo indicou que a: respostas microbianasem diferentes microhabitats po
dew nao ser uniformes e varias podendo ser reguladas pelas leis da Probabilidade.Admi
tindo como aproximagao a Distribuicao de Poisson para os dados de densidade celular ,
considera-se que somente uma ou algumas celulas originais proliferavam apreciavelmen-
te formando uma nova populacao. A probabilidade de cada celula original proliferar
nao ser uniforme mas variar de acordo com o grupo bacteriano ou seu estado fisiolo -
gico. |

Num segundo trabalho, Hattori®® dispersou bactérias de uma cepa de E.coli
em tubos capilares contendo meio sintetico e obteve, apos 4 horas de incubacao, um
histograma da populacao em forma de curva de sino e concluiu gque as mesmas possuiam
elevada capacidade(probabilidade) de proliferacao(Ver Figura 49).

Hattori®® dispersou as bactérias do solo e o proprio solo, empregando 3gua
esterilizada e um oscilador sonico, e para tempos de incubacao. 40, 65 e 120 horas ,
obteve histogramas das populagoes celulares sob a forma de "J" invertido e concluiu
que as mesmas apresentavam pouquissimas probabilidades de proliferacao(Ver Figura 50).

Os aspectos probabilisticos da proliferacao de bactérias do solo sao apli-
caveis tambem aos habitats maiores, como, por exemplo, placas contendo nutrientes em
agar. Considerando-se que:

p (t) seja a probabilidade de proliferacao de cada cé&u]a,que se inicia
num tempo t, e que:

p(t) = ~N'\i)~ (1)

onde N e o numero de colonias formadas no tempo. t, No & o numero de
celulas capazes de formar colonias, Hattori®® verificou que o processo de
proliferacao era semelhante ao decaimento radioativo e admitiu que:



=ahdiial (2)

No

(No - N) = Noe At (3)

In(No - N) = Tn No - At (4)
Fazendo Y = 1n (No - N) (5)

« = 1n No (6)

Y=o- At (7)

Hattori®® considera que A & um parametro que depende do estado das celulas
e das condicoes experimentais e plotou os dados dos N numeros de colonias formados no
tempo t num papel semi-log, e obteve um comportamento Tinear(Ver Figura 51).

Hattori®® admite que a proliferacao bacteriana pode consistir de dois pro -
cessos: iniciacao da proliferacao celular e sua continuacao. Ambos podem ser probabi-
Tisticos. A equacao (4) ou (7) espelha a probabilidade de ocorrencia do processo de
iniciacao. Por outro lado, a distribuicao de frequencias dos tamanhos das colonias 2
observadas nas placas pode aplicar-se aos processos de continuacao da proliferacao
bacteriana. Deste modo, analisando a Tabela 1 abaixo e possivel admitir que uma grande
variedade de tamanho de colonias pode ser interpretada mais razoavelmente considerando
se a probabilidade da continuacao seja pequena. A Tabela 1 indica uma distribuicao em
forma de "J" invertido dando base a esta hipotese.

TABELA 1

Distribuicao de tamanhos de colonias de bacterias do solo cultivadas em placas de
contagem com meio sintetico®®

Diametro da colonia(em mm) Numero de colonias
0-0,l 226
6,71 - 1,0 62

1< 33
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19.2. PROJETOS BE EXPERIMENTOS

Seja o fator A investigado em r niveis e o fator B investigado em ¢ niveis
que produzem r x c experimentos fatoriais completos. Se cada combinagao de tratamentos /
for repetida n vezes o numero total de testes serd r'x ¢ x n

Exemplo Pratico:

Deseja-se comparar dois queimado;gs industriais novés B, e B, com um padrao
B; e tambem testar o efeito de um novo aditivo para combustiveis sobre a eficiencia de
um motor turbojato. ;

0 cadatiVoi sera testado em duas diferentes proporgoes - baixa(pouca) e
alta(muita).T.ais proporgoes deéignadas por F, e F; e a ausencia do aditivo, designada/
por F1 , sao os trés niveis possiveis para o fator combustivel.

A instrumentagao foi desenvolvida a0 Tongo de varios anos e sabe-se que
se dois testes sao efetuados sobre cada combinagao de tratamentos, entao a media dos

¢dois resultados sera suficientemente precisa para detectar a menor diferenca considerada
de significado pratico.

Umrexperimento fatorial completo e superior ao teste classico "um de cada/
vez". Entretanto € necessario avaliar os perigos do teste "um de cada vez" neste caso
particu]af.

,PROJETO UM. -  TESTES " UM DE CADA VEZ" - PLANO DE EXPERIMENTOS
NO Experimentos , Queimador Combustivel
1,2 Padrao (B3) PadrEo(F1)
3,4 Queimador 1(B]) Padrio(F])
5,6 Queimador 2(B,) Padrao(Fq)
7,8 MeThor Queimador PodEoiWAditivo(Fz)
9,10 Melhor Queimador Mui to Ad1‘t1’Vo(-F3)

De acordo com 0 quadro anterior para cada par de testes{consecutivos) &
obtida a media e o melhor quéimador sem aditivo ao combustivel & selecionado para 0s
ultimos dois pares(ou quatro) experimentos a fim de testar os aditivos Fo e F3.V

Duas criticas importantes ao Projeto Um podém ser efetuadas:

19 - devido a natureza sequencial consecutiva dos experimentos, nao & possivel/
a]eatorizar a ordem dos testes e, portanto, uma causa oculta de erro(fator
de prejuTzo)poderé estar afetando sistematicamente os resultados.

20 - este projeto, nao permite detectar interacoes entre os queimadores e )
combustivel, portanto existe a possibilidade de que os experimentos nao
descobrirao a melhor combinacao de “queimador-combustivel".



As figuras 43a e b apresentam as relagGes possiveis entre os queimadores,
a eficiencia dos queimadores e os aditivos, Na figura 43a as curvas de resposta sao
paralelas e nao existe interagdo "queimador-combustivel”. Neste caso o teste "um de ca-
da vez" permitiria encontrar a melhor combinagao "queimador-combustivel".

A figura 43b demostra claramente que o efeito do aditivo ao combustivel /
depende do tipo de queimador. Neste caso o teste "um de cada vez" selecionaria F1B3 co-
mo melhor comb1nagao "que1mador combustivel”, enquanto,de fato, FoBp & que apresenta re-
sultado mais eficiente.

E conhecido o fato de que existe geralmente um queimador otimo para um
tipo particular de combustivel(em outras palavras: o projeto mecanico de um queimador /
interage com o tipo de combustivel). Portanto, seria erroneo empregar testes }um de ca-
da vez" para este caso. 0 mesmo pode ser dito para processos de sinteses ou fermenta -
¢oes microbianas, 'por exemplo,: com o tipo de agitador e com relacao aos fatores de
crescimento.

PROJETO DOIS - EXPERIMENTOS‘FATORIAIS.COMPLETAMENTE,ALEATURIOS

Combus tivel L Queimadores .
B] ‘ L B2 . ... Bz
F 5,2 18,3 11,14
Fo 15,13 1,10 6,16
Fs 4,7 , 12,9 . . 17,8
Os nﬁmeros indicam a sequencia dos experimentos

Neste seguhdo, quadro cada dois fatores para tres niveis produzem nove
combinagoes de tratamentos. Duas observagoes sao efetuadas para cada combinacao de
tratamento exigindo a realizacao de dezoito experimentos. A ordem dos testes & comple-
tamente aleatorizada.

A fim de evitar tendencias nos dados causados por fatores incontrolaveis
e interessante locar num grafico os resultados na ordem em que sao obtidos, para visua
Tisar as sequencias ou séries contra o tempo(séries temporais). Se uma tendencia obvia
for visivel nos resultados, sua causa deve ser procurada e encontrada e, caso possivel,
removida, e apos estas providencias, o experimento pode ser repetido. Uma temdencia in
desejavel em alguns experimentos microbianos pode ser o caso da contaminagao dos
meios de cultivo, ou ainda, alteragao do pH ou da temperatura(se o sistema de controle
estiver defeituoso).

| 0 Projeto Dois pode configurar uma situacao em que ambos os experimentos
em B1Fy ocorram muito antes de B1F2 na seduEncia experimental. Se ocorrer uma tenden -
cia nos resultados isto significaria que BjFy apresenta uma vantagem falsa ou inadequa
da sobre BiFp. Esta dificuldade pode ser parcialmente superada grupando-se os testes /
em blocos.



PROJETO TRES - EXPERIMENTOS FATORIAIS EM.BLOCOS.ALEATURIOS.‘,.

10 BLOCO Experimentos 1 ate 9
20 BLOCO Experimentos 10 ate 18 .. ... ..
Combustivel v Queimadores . ... . ... ... ...
B] B2 : B3
Fy- 5,13 18, 3 7,14
Fo 2,15 1,10 6,16
F3 4,11 9,12 8,17

As nove combinagoes de experimentos permitem obter nove observacoes expe
rimentais capazes de informar se existem interagoes “queimador-combustivel®.

Se,apos locarmos 0s resultados em grafico de interagdo, as linhas estive -
rem aproximadamente paralelas, ndo existira evidencia de interacao, e em caso de 1i -
nhas cruzadas a interagao tera ocorrido. Observe-se que caso um dos fatores seja quan-
titativo(por exemplo, a quantidade de aditivo ao combustivel), tal variavel devera ser
lTocada no eixo horizontal a fim de que o grafico apresente uma relacao funcional com a
variavel de resposta.

Se nao ocorrer evidencia de interagao € util calcular os efeitos princi-
pais dos dois fatores tabelando-se seus resultados numa tabela e calcular os valores /

medios para as colunas e linhas e comparar com a média global.Entretanto, se houver in

teragao presente, estes efeitos principais podem cessar pois o efeito de um fator de -
pendera da combinagao com o nivel do outro fator.



20. CONCLUSOES

12

To

To

Os principais parametros de avaliacao dos processos microbianos sao o tama -
nho, a massa e a idade das celulas, individualizadas ou em conjunto, desde
que definido um tratamento experimental.

A Microscopia Otica e indispensavel para o acompanhamento dos ciclos de re
producao e crescimento das celulas, individualizadas ou em conjunto. A mi-
croscopia Eletronica e necessaria para a identificacao de cepas industriais

‘destinadas a obtencao de patentes e permite identificar contaminagoes ao

nivel de virus.

0 Planejamento de Experiencias € indispensavel e torna-se precioso se for
aplicado inicialmente para estudos exaustivos em agitadores de erlenmeyers,
tipo mesa oscilatoria ou jmovel, dotada de controle de temperatura(em cama-
ra ou por banho) e, tambem, com agitacao magnetica ou eletromecanica, cujas
rotagoes possam ser medidas.

Qualquer estudo ou pesquisa de um processo microbiano, pela complexidade ope
racional e estatistica inerentes, requer a formacao de uma equipe de pelo me
nos tres pesquisadores, para que, durante o experimento, o controle dos equi
pamentos e materiais, e as analises passam ser executadas sem os perigos da
descontinuidade e da impossibilidade do revezamento de pessoal.

As distribuigoes microbianas, num determinado instante de uma cinetica do

brocesso(serie temporal) podem seguir um modelo probabilistico, no que tange
a numero de celulas, tamanho, massa ou qualquer outra propriedade de interes
se, que e uma variante ou ramo da Curva de Gauss.

0 estudo das probabilidades de uma populagao microbiana crescer num meio de
cultivo ampara-se na relacao cinetica entre o numero de celulas iniciais e o
numero de celulas a cada instante t,obtida experimentalmente.

0 estudo das probabilidades de ocorrencia de mutacoes e contaminacoes em pro
cessos microbianos e imprescindivel para operacoes industriais, onde o esto-
que de cepas deve ser capaz de suprir uma substituicao "rapida" de uma popu-
lagao contaminada ou mutante por outra sadia ou adequada.
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