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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Otimizacao da produc¢ao fermentativa do acido lactico

A influéncia das variaveis temperatura, pH, concentragdo de lactose ¢ de extrato de
levedura sobre a fermentagdo homoldctica do soro de queijo foi estudada segundo um
planejamento fatorial composto central com trés réplicas no centro, perfazendo um total de 27
experimentos (Tabela 3.1). Os resultados experimentais sdo apresentados na Tabela 4.1. Com
estes resultados foram estimados os parametros da superficie de resposta ajustada (Equagao

3.2).

Tabela 4.1 — Resultados do planejamento experimental.

Experimento X1 X2 X3 X4 cido lactico
(g/L)
1 -1 -1 -1 -1 1,67
2 1 -1 -1 -1 7,2
3 -1 1 -1 -1 1,28
4 1 1 -1 -1 13,5
5 -1 -1 1 -1 1,12
6 1 -1 1 -1 12,87
7 -1 1 1 -1 5,67
8 1 1 1 -1 8,46
9 -1 -1 -1 1 9,9
10 1 -1 -1 1 16,38
11 -1 1 -1 1 37,08
12 1 1 -1 1 56,88
13 -1 -1 1 1 7,2
14 1 -1 1 1 19,58
15 -1 1 1 1 37,8
16 1 1 1 1 43,65
17 0 0 0 0 37,22
18 0 0 0 0 36,94
19 0 0 0 0 37,15
20 -1,55 0 0 0 12,87
21 1,55 0 0 0 42,13
22 0 -1,55 0 0 23,94
23 0 1,55 0 0 27,81
24 0 0 -1,55 0 26,19
25 0 0 1,55 0 9,18
26 0 0 0 -1,55 0,45
27 0 0 0 1,55 48,15
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A precisdo dos resultados experimentais pode ser constatada através da avaliagdo dos
resultados obtidos no nivel central do planejamento, onde as diferencas entre as respostas foi
inferior a 1%.

A identificacdo dos pardmetros significativos foi realizada através de testes de
hipoteses utilizando a estatistica ¢ de Student. Foi estabelecida uma probabilidade méxima de
erro no teste de 10%, sendo assim os pardmetros com nivel de significancia maior do que 10%
foram negligenciados.

O modelo ajustado (R*=0,92) é representado por:

Y =3636+557X, +656X, +1235X, +688X,X, —341X] —2,99X; —-751X; —4,75X; (4.1)
Uma andlise de residuos mostrou que estes seguem uma distribuicdo normal, sdo
independentemente distribuidos e com variancia constante.

Os efeitos das variaveis independentes e das suas interacdes na formagao do produto
podem ser visualizados através da analise das superficies de resposta (Figura 4.1), construidas
a partir da Equagao 4.1.

A producao de acido lactico foi méxima quando a temperatura situou-se em torno de
40 °C, como pode ser visto nas Figuras 4.1(a) e 4.1(c). Este resultado estd de acordo com
varios trabalhos publicados sobre a producdo de acido lactico através da fermentacdo do soro
de queijo, utilizando o Lactobacillus helveticus. Tango e Ghaly (1999a), estudando o efeito da
temperatura sobre a formagao do produto, realizaram experimentos a 23 °C, 37 °C e 42 °C. A
maior concentracdo do acido lactico foi obtida a 42°C. Kulozik ¢ Wilde (1999) realizaram
experimentos em cinco niveis de temperatura: 35 °C, 38 °C, 42 °C, 45 °C e 49 °C. A formagado
do produto foi ligeiramente maior a 45 °C do que em 42 °C. Entretanto, nesses dois trabalhos
os autores analisaram individualmente o efeito de cada temperatura, ndo estudando o efeito
das interagdes entre as variaveis do processo. Norton et al. (1994), Amrane (2001) e Schepers
et al. (2002) utilizaram a temperatura de 42 °C em seus trabalhos, porém nenhum deles
justificou esta escolha.

Analisando a Figura 4.1(b), pode-se observar que a formagao do produto foi maxima
quando a concentragdo de lactose situou-se na faixa entre 80-90 g/L. Para maiores
concentragdes ocorreu uma diminuicdo da resposta, provavelmente devido a inibi¢do pelo
substrato. Varios estudos mostraram que o crescimento celular e a producao de acido lactico
por bactérias do género Lactobacillus sdo inibidos pelo substrato (GONCALVES et al., 1991;
BURGOS-RUBIO et al., 2000; MI-YOUNG, 2003).
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A forte influéncia do pH sobre o processo pode ser observada nas Figuras 4.1(b) e
4.1(c). A quantidade de produto formado em pH menor do que 6 foi muito pequena. Para
valores de pH iguais ou maiores do que 6, houve uma grande formagao de acido, exceto nos

casos em que a concentracdo de extrato de levedura foi menor do que 12 g/L.
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Figura 4.1 - Superficies de resposta para a producdo de 4cido lactico como uma fungdo das
variaveis: (a) temperatura e concentragdo de extrato de levedura; (b) concentracdo de lactose e

pH; (c) temperatura e pH; (d) concentracdo de extrato de levedura e pH. Em cada superficie,
as demais variaveis encontram-se no nivel central.
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A interagdo entre pH e concentragdo de extrato de levedura ¢ exibida pela Figura
4.1(d). Mesmo em condicdes favoraveis de pH, baixas concentragdes de extrato de levedura
levaram a baixas concentragdes de produto. Isto ocorreu devido as complexas exigéncias
nutricionais do género Lactobacillus (WOOD, 1995). A fonte de nitrogénio ¢ o principal fator
de influéncia sobre o crescimento desses microrganismos. Como a sintese do acido lactico por
processo fermentativo € associada ao crescimento celular, ndo ha formacao de produto se o
meio ndo possuir uma concentracdo adequada de nitrogénio para promover este crescimento
(PRITCHARD, 1993). Por outro lado, altas concentragdes de nitrogénio podem levar a morte
celular.

De acordo com a Figura 4.1(a), a concentragdo Otima de extrato de levedura parece
estar situada na faixa entre 18 e 24 g/L. A primeira vista, estes valores podem parecer
elevados, ja que neste tipo de fermentacdo normalmente sdo utilizados 5 ou 10 g/L.
Entretanto, alguns trabalhos mostram que eles sdo factiveis. Amrane e Prigent (1994),
desenvolvendo um modelo para descrever a fermentagao do acido lactico, utilizaram um meio
composto por soro de queijo suplementado com 20 g/L de extrato de levedura. Mais tarde,
para estudar o efeito da concentragdo de extrato de levedura sobre a produc¢do do acido
lactico, Amrane e Prigent (1998) realizaram fermentagdes utilizando diferentes concentragdes
deste composto, na faixa entre 2-30 g/L. Em todos experimentos obteve-se a mesma
concentragdo final de 4cido lactico, porém o tempo para atingi-la decresceu
significativamente quando foram utilizadas maiores concentracdes de extrato de levedura.
Kulozik e Wilde (1999), utilizando extrato de levedura na faixa entre 0-25 g/L, relataram que
nas concentracdes acima de 10 g/L houve um aumento no crescimento celular, porém a
producao do acido lactico permaneceu inalterada. Para o tempo de fermentagdo escolhido para
este estudo, 32 horas, a formacdo do produto foi muito pequena em concentragdes de extrato
de levedura menores do que 12 g/L. Talvez maiores concentra¢des de acido lactico pudessem
ser obtidas nessas condigdes, se o tempo de fermentacao fosse maior.

O ponto de maxima produgdo de acido lactico foi determinado através de uma anélise
canodnica do modelo ajustado. De acordo com a metodologia descrita no Item 3.2.2, o ponto
estacionario ¢ dado por:

xg =B % 42)

Foi realizado um estudo para identificar a natureza do ponto estacionario, para saber se

tratava-se de um ponto de maxima ou minima resposta, ou ainda de um ponto de sela. Isto foi
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feito calculando-se as raizes caracteristicas da matriz B, que € a matriz dos coeficientes dos

termos quadraticos e dos termos de interagao do modelo ajustado (Equagao 4.1). Portanto:

—-3,41 0 0 0
0 -299 0 344
B= (4.3)
0 0 -751 0

0 3,44 0 -4,75

Cujas raizes caracteristicas sao iguais a:

A =-7,51 A =-7,42 Ay =-3,41 Ay =-0,32 (4.4)
Observa-se que todas as raizes caracteristicas da matriz B possuem sinal negativo. Isto quer
dizer que um deslocamento a partir do ponto estaciondrio em qualquer direcdo implicard em
um decréscimo na resposta. Portanto, conclui-se que o ponto estacionario Xy ¢ um ponto de
maximo.

O vetor dos coeficientes dos termos de 1* ordem da Equacao 4.1 ¢ dado por:

557

6,56
b= ™ (4.5)

12,35

Com o vetor b e com a matriz B calculou-se o ponto estacionario xy através da Equacao

4.2:

0,82

X = 15(’)54 (4.6)

12,56
No qual 0,82, 15,54, 0 e 12,56 correspondem respectivamente aos valores das variaveis
independentes X;, X, X3 e X4 no ponto estacionario. Os niveis dessas varidveis nas suas
escalas originais foram calculados com o auxilio das Equagdes 3.2-3.4. O wvalor
correspondente para a temperatura foi de 40 °C, confirmando o resultado apontado pela
analise das superficies de resposta (Figuras 4.1 a e 4.1 c). A concentragao 6tima de lactose foi
de 82 g/L.. Em maiores concentracdes, ocorreu uma diminuicdo da resposta. Este resultado
esta de acordo com o trabalho publicado por Tango e Ghaly (1999b), no qual relataram que o
crescimento do Lactobacillus helveticus e a producdo do acido lactico foram inibidos em

concentragdes de lactose maiores do que 80 g/L. Entretanto, Aeschlimann ¢ Von Stockar
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(1989) publicaram um estudo semelhante onde o Lactobacillus helveticus ndo sofreu inibigao
pelo substrato em concentragdes iniciais de lactose inferiores a 132 g/L.

Nao ha relatos sobre a concentragao ideal da lactose na producdo do acido lactico por
fermentagdo com o Lactobacillus helveticus. Nos trabalhos publicados sobre o assunto foram
utilizadas concentra¢des iniciais na faixa de 50-150 g/L. Incrementos nas concentragdes
iniciais de lactose até valores maiores do que 100 g/L, utilizadas em alguns estudos
(AESCHLIMANN; VON STOCKAR, 1989; TANGO; GHALY, 1999b), implicaram em
maiores concentragcdes de produto, porém provocaram uma diminuicdo da conversdo de
substrato em produto Yps € consequentemente um aumento na concentracdo de lactose
residual. Portanto, o valor 6timo da concentragdo de substrato encontrado neste estudo foi
considerado plausivel.

De acordo com o valor escolhido para o nivel extremo do planejamento experimental,
as variaveis independentes codificadas estdo compreendidas no intervalo entre -1,55 e +1,55.
Porém, a Equacdo 4.6 mostra que os valores 6timos tanto da concentracdo do extrato de
levedura, quanto do pH extrapolaram esses limites. Portanto, um novo planejamento fatorial
do tipo composto central, com duas réplicas no centro, foi construido para essas variaveis. O
valor escolhido para o nivel extremo do planejamento foi igual a 1,41. Este valor foi
selecionado de modo a se obter um planejamento ortogonal, onde a matriz de variancia e
covariancia ¢ diagonal e os pardmetros estimados ndo sdo correlacionados entre si. A
temperatura e a concentragdo de lactose foram mantidas nos seus niveis 6timos obtidos pelo
planejamento anterior, ou seja, 40 °C e 82 g/L, respectivamente.

As variaveis independentes foram codificadas segundo as relagoes:

_ YE-24

X
2 4

(4.7)

X, =pH-7 (4.8)

X, = concentracao do extrato de levedura, codificada.
YE = concentragao de extrato de levedura, g/L.
X4 = pH, codificado.

pH = corresponde ao proprio valor do pH do meio de fermentagao.

Os niveis utilizados para a codificacdo das varidveis independentes encontram-se na Tabela
4.2. Os niveis extremos deste novo planejamento foram escolhidos com base nas superficies

de respostas exibidas na Figura 4.1 e desse modo espera-se que o ponto de maxima produgao
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de acido lactico esteja localizado dentro da regido experimental. Os resultados sdo exibidos na

Tabela 4.3.

Tabela 4.2— Valores reais das variaveis independentes codificadas X;.

Xi
-1,41 -1 0 1 1,41
YE(g/L) 18,36 20 24 28 29,64
pH 5,6 6 7 8 8,4

Tabela 4.3 — Resultados do planejamento composto central, construido para a otimizagao

das varidveis concentracao de extrato de levedura (X») e pH (X4).

Xz X4 Acido Lactico (g/L)
-1 -1 42,15
1 -1 26,32
-1 1 6,8
1 1 39,82
0 0 58,23
0 0 59,14
-1,41 0 48,73
1,41 0 38,04
0 -1,41 28,02
0 1,41 52

Com os novos resultados experimentais, realizou-se uma regressao multipla no
modelo descrito pela Equagdo 3.2. A identificacdo dos parametros significativos foi feita
através de testes de hipoteses utilizando a estatistica ¢ de Student. Os parametros com nivel de
significancia maior do que 10% foram negligenciados. O modelo ajustado (R*=0,95) ¢ dado
por:

Y =5869-677X, +1221X,X, —-796X; —2143X; 4.9)
Uma analise de residuos mostrou que estes seguem uma distribuicdo normal, sdo

independentemente distribuidos e com variancia constante.
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Os efeitos das variaveis independentes e das suas interacdes na formagao do produto
podem ser observados através da analise da superficie de resposta (Figura 4.2), construida a
partir da Equacao 4.9. Pode-se observar que a formacdo do produto foi muito pequena tanto
em pH maior do que 7,8, quanto em concentragdes de extrato de levedura maiores do que 26,4

g/L. Por outro lado, a concentracdo do produto foi maxima em concentragdes de extrato de
levedura na faixa entre 20-24 g/L e pH em torno de 7.

ACIDO LACTICO (g/L)

Figura 4.2 - Superficie de resposta para a producao de acido lactico como uma fun¢do do pH
e da concentracao de extrato de levedura.

Para se determinar o ponto de maxima producdo de acido lactico, foi realizada uma
analise candnica no modelo descrito pela Equacdo 4.9. Assim como foi feito no modelo
anterior, inicialmente calculou-se as raizes caracteristicas da matriz B, que ¢ a matriz dos
coeficientes dos termos quadraticos e dos termos de interacdo do modelo ajustado:

-796 611
5 { 611 —21,43} (4.10)
Cujas raizes caracteristicas sao iguais a:

A =-23,79 = -5,61 4.11)

Observa-se que ambas as raizes caracteristicas da matriz B possuem sinal negativo. Isto quer

dizer que um deslocamento a partir do ponto estaciondrio em qualquer direcdo implicard em
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um decréscimo na resposta. Portanto, conclui-se que o ponto estacionario Xy ¢ um ponto de
maximo.

O vetor b, que contém os coeficientes dos termos lineares da Equagao 4.9, ¢ dado por:

0
b= 4.12
{— 6,77} (4.12)
Com o vetor b e a matriz B calculou-se o ponto de maxima resposta:
-016
Xg = ' 4.13
0 [_ 0,20} (4.13)

Onde -0,16 e -0,20 correspondem respectivamente as variaveis independentes X; e X4 no
ponto estacionario. Os niveis reais dessas variaveis foram calculados decodificando os
resultados obtidos na Equacdo 4.13, com o auxilio das Equacdes 4.7 e 4.8. Desse modo,
obteve-se os valores 6timos do pH e da concentragdo do extrato de levedura, que foram iguais
a 6,8 ¢ 23,36 g/L respectivamente. Substituindo esses valores na Equagdo 4.9, obteve-se a
maxima concentracdo de acido lactico prevista pela andlise candnica, 59,38 g/L. Com este
resultado e com as raizes caracteristicas da matriz B (Equacdo 4.11), chegou-se a forma
candnica da Equagdo 4.9:

y=59,38-23,79w3 —5,61w3 (4.14)

Uma nova fermentag¢do foi realizada utilizando-se as condi¢des operacionais Otimas
encontradas neste estudo: 40 °C, pH 6,8, concentragdes de lactose e de extrato de levedura
iguais a 82 g/L e 23,36 g/L, respectivamente. O resultado ¢ exibido pela Figura 4.3. A
concentragdo do acido lactico atingiu 59,15 g/L, valor praticamente idéntico ao predito pelo
analise canonica, com um desvio de apenas 0,4%. A baixa concentragdo residual da lactose,
5,75 g/L, mostra que o substrato foi quase totalmente consumido apds 32 horas de
fermentagdo. A concentragdo celular atingiu o valor maximo de 6,14 g/L. Os coeficientes de
conversao de substrato em célula, Yxss, € de substrato em produto, Ypss, foram iguais a 0,067
g cel/g lactose e 0,78 g 4c. lactico/g lactose, respectivamente.

Estes resultados foram comparados com alguns trabalhos disponiveis na literatura.
Amrane e Prigent (1999) empregaram uma cepa do Lactobacillus helveticus sp milano na
fermenta¢do de um meio composto por permeado de soro reconstituido, com concentragdes de
lactose e de extrato de levedura iguais a 48 g/L e 2 g/L, respectivamente. A concentragao
maxima de acido lactico, 36 g/L, foi atingida ap6s 30 horas de fermentacao a 42 °C e pH 5.9.
A concentracao celular atingiu o maximo de 1 g/LL apds 5 horas, € manteve-se neste valor até

o fim do experimento. Trabalhando nas mesmas condi¢des, porém com uma concentracao de
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extrato de levedura igual a 20 g/L, os autores conseguiram a mesma concentracao de produto
e uma concentragao celular igual a 6 g/L, ambos em apenas 7 horas de fermentacao. Tango e
Ghaly (1999c) empregaram uma cepa do Lactobacillus helveticus ATCC 15009 na
fermentagdo de um meio formado por soro de queijo, com quatro diferentes concentragdes
iniciais de lactose: 50, 75, 100 e 150 g/L. As respectivas concentragdes finais de acido lactico
foram iguais a 21,5, 28,5, 38,5 e 38,2 g/L, para tempos de fermentacao de 27, 30, 40 ¢ 50
horas. Schepers et al. (2002), utilizando uma cepa do Lactobacillus helveticus, conduziram a
fermentagdo de um meio composto por 110 g/L de permeado de soro suplementado com 10
g/L de extrato de levedura. O experimento foi conduzido a 42 °C e pH 5,5. O resultado foi 60

g/L de 4cido lactico e 2,5 g/L de biomassa, ap6s 30 horas de fermentacao.
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Figura 4.3 — Concentra¢des de produto, substrato e biomassa em fun¢do do tempo nas

condicdes otimas (lactose 82 g/L; extrato de levedura 23,36 g/L; temperatura 40 °C; pH 6.8).
4.2 — Estudo cinético e modelagem
Com o objetivo de realizar um estudo cinético e testar os modelos propostos para o

crescimento celular, consumo de substrato e formagdo do produto, foram realizadas novas

fermentagdes nas concentragdes iniciais de 52 g/L e 112 g/L de lactose. A escolha do primeiro
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valor baseou-se no fato de que, na maioria dos trabalhos publicados sobre a fermentagao
homoléctica do soro de queijo, foram utilizadas concentracdes de lactose entre 50-60 g/L
(HOFVENDAHL, HAHN-HAGERDAL, 2000) . O segundo valor foi escolhido de modo a se
obter pontos igualmente espacados em relagdo ao ponto 6timo. Pelos resultados obtidos neste
trabalho (Figura 4.1 b), concluiu-se que em 112 g/L a inibi¢ao pelo substrato ficaria evidente
e nao haveria a necessidade de conduzir fermentagdes em maiores concentragdes de lactose.
Para as demais varidveis, temperatura, pH e concentracdo de extrato de levedura, foram
mantidos os valores calculados para o ponto 6timo. Deste modo o estudo cinético se baseou
em trés fermentacdes, nas concentracdes iniciais de lactose de 52, 82 ¢ 112 g/L.

Os resultados das fermentagdes nas concentragoes iniciais de lactose de 52 g/l e 112
g/L sdo exibidos respectivamente pelas Figuras 4.4(a) e (b). Na concentragdo inicial de 52 g/L
de lactose, obteve-se 34,45 g/L de acido lactico, 3,49 g/L de biomassa e uma concentragao
residual de 5,12 g/L de lactose. Para a concentracao inicial de 112 g/L de lactose, obteve-se

49,92 g/L de acido lactico, 5,21 g/L de biomassa e 22,78 g/L de lactose residual.
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Figura 4.4 — Concentracdes de produto, substrato e biomassa em fun¢do do tempo para

concentragdes iniciais de lactose iguais a: (A) 52 g/L; (B) 112 g/L.

4.2.1 - Analise das curvas de crescimento

Os resultados experimentais das concentragdes celulares em fungdo do tempo de
fermentagao (Figuras 4.3 ¢ 4.4) foram utilizados para a constru¢ao da Figura 4.5, onde foram
identificadas as sete fases do crescimento microbiano segundo Hiss (2001): /ag, transicdo,

exponencial, linear, desaceleragdo, estacionaria e declinio .

Fase linear

A fase linear de crescimento foi determinada pelo intervalo de tempo no qual
conseguiu-se o melhor ajuste para uma reta, nas curvas da concentragao celular em fun¢do do
tempo de fermentagdo (Figura 4.5). Esse processo foi feito comparando-se os coeficientes de
correlacdo das retas obtidas para X versus t, em diferentes intervalos de tempo. Deste modo,
concluiu-se que a fase linear estd compreendida no intervalo entre 14-22 horas, para as trés

concentragdes iniciais de lactose em estudo.
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Figura 4.5 — Concentragdes celulares em funcdo do tempo para concentragdes iniciais de

lactose iguais a: (A) 52 g/L; (B) 82 g/L; (C) 112 g/L. As retas representam a fase linear de

crescimento.



100

Fase exponencial

Para a identifica¢do da fase exponencial, foram plotados graficos semilogaritmicos da
concentragdo celular em fun¢do do tempo, apresentados na Figura 4.6. A fase exponencial foi
determinada pelo intervalo de tempo no qual conseguiu-se o melhor ajuste para uma reta. Para
as concentracdes iniciais de 52 g/ e 112 g/L de lactose, a fase exponencial ocorreu no
intervalo entre 8-14 horas. Para a concentracdo de 82 g/L de lactose, a fase exponencial teve o
seu inicio antecipado, ocorrendo no intervalo entre 6-14 horas.

As velocidades especificas maximas foram calculadas através das inclinagdes das retas
ajustadas. Para as concentracdes iniciais de 52, 82 e 112 g/L de lactose, o valor encontrado foi
0,31 hl. Portanto, este método leva a conclusdo de que ndo houve inibi¢do do crescimento
causada pelo substrato. O tempo de geragdo foi de aproximadamente 2 horas e quinze
minutes, calculado utilizando-se a Equagdo 4.15:

pp—_ (4.15)

M max

As velocidades especificas maximas foram novamente calculadas, porém utilizando o
método geométrico (SCHMIDELL et al., 2001). Este método calcula a circunferéncia que
passa por trés pontos: o valor de X do qual se quer calcular a derivada, o anterior e o
posterior. A derivada ¢é calculada pela tangente a circunferéncia no ponto. Os resultados foram
0,34 h' para a concentragdes de 52 g/L ¢ 82 g/L e 0,33 h™' para a concentrac¢io de lactose de
112 g/L. O calculo pelo método geométrico confirmou, ainda que de maneira discreta, a
esperada inibi¢@o pelo substrato, ao contrario do método anterior. Estes novos valores de imax
levam a tempos de geracdo iguais a 2 horas e 2 minutos, para 52 g/L e 82 g/L de lactose, e 2
horas e 6 minutos, para 112 g/L de lactose.

Tango e Ghaly (1999a) conduziram a fermentacdo do soro de queijo utilizando uma
cepa do Lactobacillus helveticus. O experimento foi conduzido a temperatura constante de 42
°C e pH inicial igual a 4,4, sem controle. A concentragdo inicial de lactose foi de 48 g/L.
Nessas condicdes, a fase exponencial teve a duracdao de 5,9 horas, e a velocidade especifica
maxima de crescimento foi igual a 0,25 h™.

Amrane (2005) realizou um estudo cinético da fermentagdo do soro de queijo
utilizando uma cepa do Lactobacillus helveticus sp. milano. A fase exponencial de
crescimento teve a duragdo de 4 horas, ¢ a velocidade especifica maxima de crescimento

atingiu 0,477 h™".
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Figura 4.6 — Graficos semilogaritmicos das concentragdes celulares em fungao do tempo para
concentragdes iniciais de lactose iguais a: (A) 52 g/L; (B) 82 g/L; (C) 112 g/L. As retas

representam a fase exponencial de crescimento.
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Fases lag e de transicao

Durante a fase /ag, ndo ha reproducdo celular e portanto X = Xo = constante. Através
de uma analise da Figura 4.5, concluiu-se que a fase /ag estd compreendida no intervalo entre
0-6 horas, para as concentragdes iniciais de lactose de 52 g/L e 112 g/L, e entre 0-4 horas para
a concentracao inicial de 82 g/L. As fases de transi¢do situam-se nos intervalos entre 4-6
horas, para 82 g/L de lactose, e entre 6-8 horas, para 52 g/L e 112 g/L de lactose. Com base
nestes resultados, conclui-se que a concentragdo 6tima de lactose, 82 g/L, teve um efeito
importante na reducdo das fases lag e de transi¢ao, fazendo com que as células atingissem a
fase exponencial mais rapidamente. A redugdo das fases lag e de transi¢do ¢ um fator
primordial na diminui¢do do tempo de fermentacao.

Nos estudos realizados por Amrane (2005) e Tango e Ghaly (1999a) descritos no item
anterior, a fase lag estendeu-se por 1 e 1,9 horas, respectivamente.

Tango e Ghaly (1999c¢) estudaram a fermentagao do soro de queijo com uma cepa do
Lactobacillus helveticus, em diferentes concentragdes iniciais de lactose. Os experimentos
foram conduzidos a 42 °C e pH 5,5. Nas concentragdes de lactose iguais a 50, 75, 100 e 150

g/L, a fase lag teve a duragdo de 4,2, 4,8, 6,3 e 6,6 horas, respectivamente.

Fases de desaceleracio, estacionaria e de declinio

A identificagdo destas fases foi feita através de uma andlise das curvas de crescimento
exibidas pela Figura 4.5. A fase de desaceleragdo parece estar compreendida no intervalo
entre 22-26 horas (Figuras 4.5 b e c) e entre 22-28 horas (Figura 4.5 a). A fase estacionaria
inicia-se no término da fase de desaceleracdo e transcorre até o final dos experimentos. Neste
trabalho, ndo houve fase de declinio no intervalo de tempo selecionado para as fermentagoes.

Nos estudos realizados por Amrane (2005) e Tango e Ghaly (1999a) descritos no item

anterior, a fase estaciondria estendeu-se por 7 e 5 horas, respectivamente.
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4.2.2 - Estimacio dos parametros

Os resultados das fermentagdes conduzidas nas concentragdes iniciais de 52, 82 ¢ 112
g/L de lactose foram utilizados para a determinacdo dos pardmetros dos modelos de
crescimento, consumo de substrato e formacdo do produto. Esses resultados sdo exibidos

pelas Figuras 4.3 e 4.4 e encontram-se descritos no Apéndice D.

4.2.2.1 - Modelo logistico de crescimento

Calculo de pmax e K

Com os resultados experimentais da concentracao celular em funcdo do tempo, pmax €
K foram obtidos através de estimacdo nao linear utilizando a Equagdo 3.17. Os resultados sdo

exibidos na Tabela 4.4.

B )(Ol<eumaxt
K+ Xo(e"m=x' —1)

(3.17)

Observa-se que as velocidades especificas maximas de crescimento pmax possuem
valores menores do que quando calculadas pelo método geométrico (0,33 e 0,34 h™") ou por
regressdo linear dos resultados de In(X) versus t (0,33 h™). Essas diferencas ocorrem em
funcdo dos diferentes ajustes que sdo realizados por cada método de célculo. Vale ressaltar
que através da regressao linear ou do método geométrico obtém-se estimativas preliminares
dos parametros, que sdo utilizados posteriormente como ponto de partida para a estimagao
desses parametros nos modelos matematicos (BONOMI; SCHMIDELL, 2001).

Os valores de pmax apresentados na Tabela 4.4 evidenciam a inibi¢do do crescimento
celular causada pelo substrato. Quando aumentou-se a concentragdo de lactose de 82 g/L para
112 g/L, tmax diminuiu de 0,244 para 0,215. Este resultado estd de acordo com o estudo
publicado por Tango e Ghaly (1999b), no qual relataram o surgimento da inibicdo pelo
substrato em concentragdes de lactose maiores do que 80 g/L. Por outro lado, contraria-se o
resultado obtido no trabalho de Aeschlimann e Von Stockar (1989), onde concluiu-se que nao
ocorre inibigdo pelo substrato em concentragdes de lactose menores do que 132 g/L. Burgos-
Rubio (2000) estudou a utilizagcdo de varios substratos na fermentacao do acido lactico,
utilizando uma cepa do Lactobacillus bulgaricus. Os resultados mostraram a ocorréncia da

inibigdo pelo substrato, quando utilizou-se lactose em concentragdes maiores do que 20 g/L.



104

Tabela 4.4 — Parametros cinéticos do modelo logistico de crescimento.

So (9/L)
52 82 112
tmax (K1) 0,209 0,244 0,215
K (g cel seca/L) 3,83 6,64 5,89
R’ 0,9881 0,9878 0,9872

Sy = concentracao inicial de lactose.

As concentracdes celulares maximas teoricas, representadas por K na Equagdo 3.17,
ficaram bem préximas de seus respectivos valores maximos experimentais Xpax, cOmo pode
ser visto na Tabela 4.5. Isto confirma a boa adequabilidade do modelo aos resultados

experimentais.

Tabela 4.5 — Comparagdo entre as concentragdes celulares maximas obtidas

experimentalmente (Xyax) € as preditas pelo modelo logistico de crescimento (K).

So (9/L)
52 82 112
Xmax (g cel seca/L) 3,49 6,14 5,21
K (g cel seca/L) 3,83 6,64 5,89
Desvio (%) 9,74 8,14 13,05

Sy = concentracao inicial de lactose.

Os resultados das medidas de ndo linearidade dos pardmetros K e pyax encontram-se
na Tabela 4.6. As porcentagens do vicio de Box foram menores do que 1% em todas as
concentragoes iniciais de lactose, indicando que os parametros estimados sdo nao-viciados.

As curvaturas maximas intrinseca (IN) e devida ao efeito de parametros (PE) foram
comparadas com o raio de curvatura da regido de confiangca de 95%, determinado pela
estatistica F com p=2 graus e n-p=15 graus de liberdade. Obteve-se como resultado F=3,68 e
portanto 1/2+JF=0,26. Para a concentracdo inicial de lactose de 82 g/L, tanto a curvatura
intrinseca (IN) quanto a curvatura devida ao efeito de parametros (PE) sdo menores do que
0,26 e portanto pode-se dizer que temos uma aproximacao linear satisfatoria sobre uma regiao
de confianga de 95%. Nas concentragdes iniciais de lactose iguais a 52 g/L e 112 g/L, as

curvaturas intrinsecas sdo menores do que 0,26. Porém, os valores obtidos para as curvaturas
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devidas ao efeito de parametros foram coincidentemente iguais (0,34) e maiores do 0,26.
Entretanto, além deste desvio ser considerado pequeno, as respectivas medidas de vicio de
Box sdo inferiores a 1%, o que torna valida as inferéncias estatisticas sobre as estimag¢des dos

parametros por meio da regressao nao linear do modelo estudado.

Tabela 4.6 — Medidas de nao linearidade dos parametros pm.x € K do modelo logistico de

crescimento.
Vicio (%) Curvaturas Maximas
Concentracao inicial de lactose Hmax K Intrinseca (IN)  Parametros (PE)
(g/L)
52 0,09 0,24 0,094 0,34
82 0,07 0,14 0,090 0,24
112 0,07 0,25 0,092 0,34

4.2.2.2 - Modelo de crescimento de Amrane
Calculo dos parametros pyay, ¢ € d
Os resultados experimentais da concentragdo celular em fun¢do do tempo foram

utilizados para estimar os pardmetros e avaliar a adequabilidade do modelo de crescimento

proposto por Amrane (Equagdo 2.12), e compara-lo com o modelo logistico.

[ —c+te- 1
Hmax [In Hmax —C+C exp(d't)]J (2.5.12)

X= Xoexptumaxt 4

K max

Os resultados sdo exibidos na Tabela 4.7. Os valores de pmax S€ apresentam um pouco
menores em relacdo ao modelo logistico, € novamente percebe-se a ocorréncia da inibi¢ao
pelo substrato na concentracio de 112 g/L. Os valores de R? mostram um ajuste aos
resultados experimentais ligeiramente melhor em relacio ao modelo logistico, porém essa

melhora ¢ muito pequena comparada com o aumento da complexidade do modelo.
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Tabela 4.7 — Parametros cinéticos do modelo de crescimento de Amrane (1999).

So (9/L)
52 82 112
tax (K1) 0,189 0,230 0,201
c 0,000963 0,001251 0,000828
d 0,277 0,286 0,275
R? 0,9885 0,9885 0,9975

Sy = concentracao inicial de lactose.

Os resultados das medidas de ndo linearidade dos pardmetros K e pax encontram-se
na Tabela 4.8. As medidas de vicio de Box indicam que todos os parametros estimados sao
viciados. Os altos valores dessas medidas indicam que o modelo de Amrane possui um
comportamento muito distante do linear. As curvaturas maximas intrinseca (IN) e devida ao
efeito de parametros (PE) foram comparadas com o raio de curvatura da regido de confianga

de 95%, determinado pela estatistica F com p=3 graus e n-p=14 graus de liberdade. Obteve-se

como resultado F=3,74 e portanto 1/ 2WF =0,26. Para todas as concentragdes iniciais de
lactose, tanto a curvatura intrinseca (IN) quanto a curvatura devida ao efeito de parametros
(PE) sdo muito maiores do que 0,26. Logo, pode-se afirmar que as inferéncias estatisticas
sobre as estimacgOes dos parametros deste modelo nao sdo validas. Desse modo, conclui-se
que o uso do modelo de Amrane, na forma em que ele se apresenta, ndo ¢ adequado, pois ndo
existe confiabilidade estatistica dos valores dos pardmetros. Sendo assim, este modelo ndo
sera utilizado na obtencdo dos modelos de formagdo de produto (Equagdo 3.19) e de consumo

de substrato (Equagao 3.25).

Tabela 4.8 — Medidas de ndo linearidade dos parametros pmax, ¢ € d do modelo de Amrane

(1999).

Vicio (%) Curvaturas Maéaximas
So (g/L) Mmax c d Intrinseca (IN) Parametros (PE)
52 -117.45 488.10 -24.49 5.85 353.78
82 -335.88 1041.79 -71.26 13.25 939.52

112 -232.25 870.32 -62.60 10.17 597.09
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4.2.2.3 - Modelo de formagiao do produto — Equacio de Luedeking e Piret
Calculode Ae B

Como descrito no Item 3.8.2, inicialmente estimou-se os parametros r € K;, da Equacdo

3.21 por regressdo nao linear. Os resultados encontram-se na Tabela 4.9.

P=— P (3.21)

Os coeficientes de correlagdo quadraticos R* mostram que entre 99,4 e 99,9% da
variabilidade dos resultados experimentais sdo explicados por esta equagdo. Os valores
estimados de K, ficaram proximos das concentragdes maximas do produto obtidas
experimentalmente, apresentando um desvio médio de 15%. A Figura 4.7 exibe a boa
concordancia entre os resultados obtidos por esta equacdo e os resultados experimentais,

principalmente nas concentracdes iniciais de lactose iguais a 82 ¢ 112 g/L.

Tabela 4.9 —Parametros r e K, da Equacdo 3.21 e concentragdo experimental maxima de

produto, Pjax.

So (9/L)
52 82 112
r(h) 0,180 0,210 0,183
K, (g ac. lactico/L) 41,38 63,71 57,62
Poax (g 4c. lactico/L) 34,45 59,15 48,96
R’ 0,9942 0,9988 0,9991

Sy = concentragao inicial de lactose.
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Figura 4.7 — Concentragdes de acido lactico, obtidas experimentalmente, e as preditas pela

Equacao 3.21, para concentracdes iniciais de lactose iguais a: (A) 52 g/L; (B) 82 g/L; (C) 112
g/L.
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Ap0s a estimacdo de r e K, calculou-se dP/dt utilizando-se a Equacdo 3.22:
KZre™
p_ Bpft (3.22)
dt (Kpe™ +1)
Enfim, com os valores de X, dX/dt e dP/dt, calculados pelas Equagdes 3.17, 3.18 e

3.22, estimou-se os parametros A e B da equagdo de Luedeking e Piret:

d—P=Ad—X+BX
dt dt

Os resultados sdo exibidos na Tabela 4.10. Como esperado para um processo onde a
formacao do produto ¢ associada ao crescimento, os parametros A, associados ao crescimento,

sdo muito maiores do que B, associados a concentragdo celular.

Tabela 4.10 — Parametros A e B da equacdo de Luedeking e Piret (1959), para diferentes

concentragdes iniciais de lactose.

So (9/L)
52 82 112
A (g ac. lactico/g célula) 6,93 6,68 5,8
B (g 4c. lactico/g célula-h™) 0,23 0,19 0,22
R’ 0,9734 0,9984 0,9964

Sy = concentragao inicial de lactose.

4.2.2.4 - Modelo de consumo de substrato: Equacio de Pirt

Calculo de Yyx/s € mg

Inicialmente, estimou-se os pardmetros a ¢ K, da Equa¢do 3.21 por regressdo ndo

linear. Os resultados encontram-se na Tabela 4.11.
S=K e @V’ (3.25)

O parametro K, ficou bem proximo das respectivas concentragdes iniciais de lactose,
como mostra a Tabela 4.11. A adequabilidade desta equagdo aos resultados experimentais
pode ser observado através dos coeficientes de correlagdo quadraticos R?, que explicam de
98,4 a 98,9% da variabilidade dos resultados experimentais. A Figura 4.8 exibe os resultados
experimentais da concentragdo da lactose e os preditos por esta equacdo. Os maiores desvios

ocorreram nas concentracdes iniciais de lactose iguais a 52 e 112 g/L, onde os resultados
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experimentais mostram concentragdes residuais de lactose iguais a 5 g/l e 22 g/L
respectivamente, enquanto que a Equacdo 3.25 aponta para um consumo continuo até o

esgotamento do substrato.

Tabela 4.11 — Parametros a ¢ K, da Equacao 3.25.

So (9/L)
52 82 112
K, (g lactose/L) 53,62 86,65 115,41
a(h™h 0,060 0,054 0,047
R’ 0,9835 0,9888 0,9864

Sy = concentracao inicial de lactose.

Apos a estimagdo de a e K,, calculou-se dS/dt utilizando-se a Equacao 3.26:

% — 21K a2~ (3.26)

Com os valores de X, dX/dt e dS/dt, calculados pelas Equacdes 3.17, 3.18 e 3.26,
estimou-se os pardmetros Yx;s € ms da equagdo de Pirt (Equagdo 3.25). Os resultados sdao

exibidos na Tabela 4.12.

_AS [ dX X (3.25)
dt YX/S dt

Tabela 4.12 —Parametros Yx/5 € mg do modelo de Pirt.

So (9/L)
52 82 112
Yxs (g células/g lactose) 0,067 0,079 0,045
m; (g lactose/g células-h™) 0,01 0,07 0,11
R? 0,9844 0,9964 0,9943

Sy = concentracao inicial de lactose.

O decréscimo no valor de Yx/s quando a concentragdo de lactose aumentou de 82 g/L
para 112 g/L evidencia a inibi¢do do crescimento celular provocada pelo substrato. Os valores
de mg mostram que o consumo de substrato para fins de manutengdo celular aumentou com o

aumento da concentragao inicial de lactose.
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Figura 4.8 - Concentragdes de lactose obtidas experimentalmente e as preditas pela Equacao

3.25, para concentragdes iniciais de lactose iguais a: (A) 52 g/L; (B) 82 g/L; (C) 112 g/L.
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4.2.3 — Avaliacdo da modelagem

Os parametros cinéticos estimados no item anterior encontram-se na Tabela 4.13.
Esses parametros foram utilizados na avaliagdo dos modelos de concentracdo celular,

consumo de substrato e formagao de produto.

Tabela 4.13 — Parametros cinéticos dos modelos de concentracdo celular, consumo de

substrato e formag¢ao de produto.

So (9/L)
52 82 112
tiax (h) 0,209 0,244 0,215
K (g cel seca/L) 3,83 6,64 5,89
A (g 4c lactico/g cel) 6,93 6,68 5,80
B (g 4c lactico/g cel-h'l) 0,23 0,19 0,22
Yxs (g cel/g lactose) 0,067 0,079 0,045
m; (g lactose/g cel'h™) 0,01 0,07 0,11

Sy = concentragao inicial de lactose.

4.2.3.1 - Modelo logistico de crescimento

A Figura 4.9 mostra as concentragdes celulares obtidas experimentalmente e as
preditas pela equacdo logistica, para as concentragdes iniciais de 52, 82 e 112 g/L. Os valores
do coeficiente de correlagio quadratico R* (Tabela 4.4) mostram que cerca de 98,7% da
variabilidade dos resultados experimentais foi explicada pelo modelo. Os maiores desvios
ocorreram no inicio da fermentagdo e na fase estaciondria, onde as concentragdes
permanecem praticamente constantes e portanto dX/dt é igual a zero. A curva sigmoidal
descrita pela equacdo logistica mostra que esta situagdo ¢ prevista somente na condigdo

assintotica, ou seja, quando t—oo.
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logistico, para concentragdes iniciais de lactose iguais a: (A) 52 g/L, (B) 82 g/L e (C) 112 g/L.
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4.2.3.2 - Modelo de formacdo do produto: Equacio de Luedeking e Piret

O software Maple 7 foi utilizado para integrar a Equagdo 3.20 em relagdo a varidvel t e

construir a curva da concentracao do produto em fungdo do tempo.

P A XOKeHmaxt XOzKHmax (eHmaxt )2 B XOKeMmaxt
dt K + Xo(e"m=' —1) (K + Xo(e!ma' —1))? K + Xo(elma' —1)

(3.20)

Embora seja amplamente utilizada na modelagem das fermentagdes lacticas, a equagao
de Luedeking e Piret ndo leva em consideracdo o término da formagdo do produto, quando
ocorre a exaustdo da fonte de carbono, como pode ser visto na Figura 4.10. Na concentragao
inicial de 52 g/ de lactose, a concentracdo do &cido lactico permaneceu praticamente
constante apos 26 horas de fermentagdo, enquanto o modelo prevé um aumento continuo da
formagdo do produto. Na concentracdo inicial de 82 g/L de lactose, a curva da concentragdo
do produto tende a um valor constante a partir de 30 horas de fermentagdo. Isto ndo ocorreu
na concentragdo inicial de 112 g/L de lactose, pois neste caso a formacdo do produto nio
atingiu a fase estaciondria no periodo de 32 horas. Caso a fermentacdo continuasse, a
concentragdo de acido lactico atingiria o seu valor maximo e assim permaneceria, enquanto o

modelo descreveria um aumento continuo dessa concentracao.
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Figura 4.10 - Valores experimentais da concentra¢do de 4cido lactico e os preditos pelo

modelo de Luedeking e Piret, para concentragdes iniciais de lactose iguais a: (A) 52 g/L, (B)

82¢g/Le(C) 112 g/L.
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4.2.3.4 - Modelo de formacdo do substrato: Equacio de Pirt

O software Maple 7 foi utilizado para integrar a Equagdo 3.25 em relagdo a varidvel te

construir a curva da concentragao do substrato em fun¢do do tempo.
__:[—_+mSX] (3.25)

A Figura 4.11 exibe os resultados obtidos experimentalmente e os preditos pelo
modelo de Pirt. Os maiores desvios em relagdo aos resultados experimentais ocorreram no
final dos experimentos. Neste caso, 0 modelo de Pirt prevé o consumo total do substrato,
enquanto que os resultados experimentais acusaram uma certa concentracdo residual de
lactose. Nas concentragdes iniciais de lactose de 52 g/L e 82 g/L, a concentragdo residual de
lactose foi pequena, aproximadamente 5 g/L. Na concentracdo inicial de lactose de 112 g/L, a
concentragao residual do substrato foi elevada, cerca de 22 g/L.

A Figura 4.11 mostra que h4 uma tendéncia destas concentragdes residuais persistirem
com o passar do tempo, indicando uma interrup¢do do consumo antes do esgotamento do
substrato. Isto pode ter ocorrido devido a uma inibi¢cao pelo produto. O aciimulo de lactato
pode ter antecipado a fase estaciondria de crescimento do Lactobacillus helveticus. Desse
modo, passou-se a ter consumo de substrato apenas para manutenc¢ao celular, o que fez com
que a velocidade de consumo desse substrato fosse reduzida drasticamente. O 4cido lactico
continuou a ser produzido, como ¢ tipico nos processos onde a formagdo do produto ¢
parcialmente associada ao crescimento, porém com uma velocidade menor. O decréscimo nas
velocidades de crescimento celular, consumo de substrato e formagao do produto, no final dos
experimentos, pode ser constatado na Tabela 4.14.

A inibi¢do pelo produto na fermentacdo lactica ¢ mencionada por varios autores
(LUEDEKING; PIRET, 1959; TANGO; GHALY, 1999¢c; OYETAYO, 2004; DRIDER et
al.,2004) e neste trabalho pdde ser comprovada segundo o método descrito por Bonomi e
Schmidell (2001). Foi utilizado o modelo de inibi¢do linear proposto por Ghose e Tyagi
(1979) apud Bonomi e Schmidell (2001):

*
*

Mx:Ms_;l_SP (4.15)
m

i, = velocidade especifica de crescimento celular (h™).
us = velocidade especifica de consumo de substrato, quando S =S" (h™).

P = concentragdo do produto quando S = S" (g produto/L).
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S" = concentracdo de S para manter L (g substrato/L).

Neste trabalho, escolheu-se S = 22,18 g/L, que ¢ o maior valor da concentragdo residual de
lactose dentre as fermentagdes aqui analisadas. Os valores de X e P correspondentes a S
foram obtidos do Apéndice D. Para a concentracgao inicial de 112 g/L de lactose, esses valores
foram obtidos diretamente, porém para as concentragdes iniciais de lactose de 52 g/L e 112
g/L, os valores de X e P foram obtidos por interpolagdo. As velocidades especificas de
crescimento | foram calculadas através das Equagdes 3.17 e 3.18. Estes resultados

encontram-se na Tabela 4.15.

Tabela 4.14 — Velocidades de crescimento celular, consumo de substrato e formacao de

produto, a partir de 24 horas de fermentagao.

So

52 82 112

t(h) dX/dt -(dS/dt) dP/dt| dX/dt -(dS/dt) dP/dt | dX/dt -(dS/dt) dP/dt
24 0,128 1,165 1,706 | 0214 2261 2,766 | 0,237 3428 2,562
26 0,097 0881 1,493 | 0,149 1,830 2244 | 0,185 2,978 2,334
28 0,070 0643 1241 0,099 1438 1,717 | 0,136 2,526 2,005
30 0,050 0454 0989 | 0,064 1,099 1254 | 0,097 2,094 1,637
32 0,034 0309 0761 0,040 0,816 0887 | 0,067 1,699 1282

Tabela 4.15 — Valores de py € P correspondentes a S

S'=22,18 g/L
So (g/L) py (h™) P (g acido lactico/L)
52 0,34 3,86
82 0,18 21,02

112 0,10 25,35
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Figura 4.11 - Valores experimentais da concentragdo de lactose e os preditos pelo modelo de

Pirt, para concentracdes iniciais de lactose iguais a: (A) 52 g/L, (B) 82 g/L e (C) 112 g/L.



119

A regressao linear os dados de px em fungdo de P ¢ exibida na Figura 4.12. O valor do
coeficiente de correlagdo quadratico R* comprova que houve inibicdo pelo produto e que o

modelo linear (Equacdo 4.2.2) ¢ adequado para representar essa inibi¢ao.

04 -
0,3 -

0,2

pux (h-1)

0,1 -

O T T T T T 1

P (g/L)

Figura 4.12 — y, em fungdo de P, para o modelo de inibigdo linear de Ghose e Tyagi.

4.2.3.5 — Analise global dos resultados

Com o objetivo de realizar uma andlise global da modelagem cinética, foram plotados
graficos dos valores observados versus valores preditos para cada modelo separadamente,
incluindo todos os resultados obtidos nas concentracdes iniciais de lactose de 52, 82 ¢ 112
g/L. Os resultados sdo exibidos pela Figura 4.13.

Na Figura 4.13 (a), nota-se o afastamento entre os resultados experimentais e os
preditos pelo modelo, no inicio e no final dos experimentos. Nestas fases, as concentragdes
celulares permanecem constantes e portanto dX/dt ¢ igual a zero, condi¢do ndo prevista pelo
modelo logistico, como visto no Item 4.2.3.1. O desvio esperado entre os resultados
experimentais e os do modelo logistico na fase estacionaria ocultou a inibi¢do provocada pelo
produto. O mesmo aconteceu com o equacdo de Luedeking e Piret. Com este modelo
conseguiu-se um bom ajuste aos resultados experimentais, como mostra a Figura 4.13 (c),
porém percebe-se que os maiores desvios ocorreram quando a concentracdo de acido lactico
situou-se na faixa entre 30 e 50 g/L, ou seja, no final das fermentacdes. Nesta fase, ocorre
uma diminui¢do acentuada na velocidade de formagdo do produto. Amrane; Prigent (1994)
mostraram que a equagdo de Luedeking e Piret ndo consegue prever esta alteragdo e,
consequentemente, ocorre um distanciamento entre os resultados experimentais e os preditos
pelo modelo. Este comportamento caracteristico da equacdo de Luedeking e Piret
impossibilitou a constatacdo da inibi¢do provocada pelo produto, que sé foi percebida com o

modelo de Pirt.
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Figura 4.13 — Comparagdo entre os valores observados e os preditos pelos modelos:
(A) de crescimento logistico; (B) de consumo de substrato (Equagdo de Pirt) e (C) de
formacao de produto (Equacdo de Luedeking e Piret).
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A qualidade do ajuste dos modelos de crescimento, consumo de substrato e formagao
do produto aos resultados experimentais foi avaliada através dos coeficientes de correlagao
quadraticos R®. O modelo de Luedeking e Piret foi o que apresentou o melhor ajuste
(R?=0,9968), seguido do modelo logistico de crescimento (R*=0,9880). Ja o modelo de Pirt
reproduziu os resultados experimentais com uma exatidio menor (R?=0,9757). Esta
diminui¢do no coeficiente de correlagdo ocorreu principalmente devido aos grandes desvios
entre os valores observados e os preditos no final das fermentagdes, como pode ser visto na
Figura 4.13 (b). Esses desvios possibilitaram a constatagdo da inibi¢do do Lactobacillus
helveticus provocada pelo acumulo de lactato.

Levando-se em conta que em um sistema bioldgico as respostas de interesse, além de
serem sensiveis as pequenas flutuacdes das variaveis do processo, sdo associadas a complexas
transformagdes bioquimicas, pode-se concluir através dos coeficientes de correlagdo
quadraticos que a modelagem utilizada neste trabalho foi adequada para representar os
resultados experimentais.

Na modelagem da fermentacdo homoléctica do soro de queijo realizada por Tango e
Ghaly (1999b), foram utilizadas as equacdes de Luedeking e Piret para a formagao do produto
e de Pirt para o consumo de substrato. Para o crescimento celular, adotou-se a equacdo de
Monod, com a inclusdo de termos para adaptar o modelo as condigdes de inibicao pelo
substrato e inibicdo pelo produto. Os coeficientes de correlagdo quadraticos foram iguais a
0,98 para a formagdo do produto, 0,97 para o crescimento celular e 0,92 para o consumo de
substrato. Os autores concluiram que a modelagem representou os resultados experimentais

com exatiddo.
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5 - CONCLUSAO

Das varidveis analisadas, o pH e a concentracao de extrato de levedura exerceram as
maiores influéncias sobre a formacao do acido lactico. Houve uma forte interagcao entre essas
duas variaveis. Nao houve crescimento celular e formacao de produto em pH menor do que 6.
Mesmo em condi¢des favoraveis de pH, a formagdo de produto foi insignificante em
concentragdes de extrato de levedura inferiores a 12 g/L.

A maxima concentracdo de acido lactico prevista pela andlise canonica foi igual a
59,38 g/L, nas seguintes condigdes operacionais: 82 g/L. de lactose, 23,36 g/L. de extrato de
levedura, 40 °C e pH 6,8. Através de uma fermentacgao realizada nestas condigdes, atingiu-se a
concentragdo de 59,15 g/L. de acido lactico, valor apenas 0,4% inferior ao previsto pela
analise canonica

A fermentagdo do soro de queijo foi inibida pelo substrato na concentracdo de lactose
de 112 g/L.

A equacao logistica representou adequadamente o crescimento do Lactobacillus
helveticus. Os maiores desvios ocorreram no inicio da fermentagao e na fase estacionaria,
onde a condi¢do de velocidade instantanea de crescimento igual a zero ndo ¢ prevista pelo
modelo. As medidas de vicio de Box e de curvatura de Bates e Watts referentes a este modelo
demonstraram que existe confiabilidade estatistica para os estimadores de minimos
quadrados dos parametros.

O ajuste do modelo de Amrane (1999) aos resultados experimentais foi ligeiramente
melhor do que o obtido pela equacdo logistica. Entretanto, as medidas de vicio de Box e de
curvatura de Bates e Watts demonstraram que as inferéncias estatisticas sobre as estimacoes
dos parametros deste modelo ndo sdo validas.

O modelo de Pirt mostrou-se adequado para representar o consumo do substrato,
apesar dos desvios que ocorreram no final das fermentagdes. Através deste modelo foi
possivel constatar a inibigdo do Lactobacillus helveticus provocada pelo acimulo de lactato
no meio.

Os desvios das equacdes logistica e de Luedeking e Piret em relagdo aos resultados
experimentais, no final das fermentacdes, ja eram esperados do ponto de vista matematico,
fato que impossibilitou a verificacao da inibi¢ao pelo produto atrvés destes modelos.

O modelo de Luedeking e Piret ajustou-se bem aos resultados experimentais da

concentracdo de 4acido lactico em fungdo do tempo. Porém, esse modelo ndo leva em
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consideragao o término da formagdo do produto, quando ocorre a exaustdo da fonte de
carbono.

A partir da andlise comparativa entre os resultados obtidos neste trabalho com os da
literatura, pode-se concluir que as caracteristicas fermentativas das diferentes cepas de
Lactobacillus helveticus sao bastante distintas, tanto em termos de velocidade de fermentagao,
como dos valores alcangados para as concentragdes celulares e de acido lactico. Isto reforca a

necessidade de uma avaliacdo de cada cepa para uma possivel aplicagdo.
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6 — SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

Substituir o meio de crescimento MRS por outro a base de lactose, buscando diminuir a
duracdo da fase /ag.

A utilizagdo da concentracao 6tima de extrato de levedura encontrada neste estudo, 23,36 g/L,
¢ inviavel do ponto de vista econdmico. Portanto, deve ser realizado um estudo para analisar o
impacto da diminuicdo dessa concentracao sobre a producdo do 4cido lactico e sobre o tempo
de fermentacdo, mantendo-se as demais condi¢des de temperatura, pH e concentracdo de
lactose nos seus valores 6timos.

Buscar fontes de nitrogénio de baixo custo como alternativa em relagdo ao extrato de
levedura.

Desenvolver termos de correcdo para os modelos testados, para adequa-los melhor as

inibigdes pelo substrato e pelo produto.
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APENDICE A
METODO DNS PARA ANALISE DE ACUCARES REDUTORES

Este método foi utilizado para a determinacdo das concentragdes da lactose presente nas

amostras. A faixa de utilizacao ¢ 0-1 g/L de lactose.

Preparo da solu¢do DNS

» Dissolver 1 g de DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico) em 50 mL de agua.
* Adicionar 20 mL de NaOH 2N.
* Adicionar 30 g de sal de Rochelle (tartarato duplo de Na e K).

* Adicionar dgua até atingir o volume de 100 mL.

Curva de calibracao

= Preparar solugdes de lactose em duplicata com concentragdes 0,0; 0,1; 0,2; ... 1,0 g/L.

» Colocar 1,0 mL de cada solu¢dao em tubos de Folin.

= Adicionar 2,0 mL de solucao DNS.

= Ferver por 5 minutos, resfriando em seguida até atingir a temperatura ambiente.

* Adicionar dgua até atingir o volume de 25 mL.

» Realizar a leitura da absorbancia a 540 nm. Utilizar como branco a solugdo de
concentragao 0,0.

= Para cada amostra, calcular o valor médio da absorbancia.

= Plotar o grafico Concentracdo versus Absorbancia e, por regressdo linear, obter a
equacdo da reta que relaciona essas duas grandezas.

= Para cada nova solugdo DNS preparada, deve-se construir uma nova curva de

calibracao.

A seguir ¢ exibido o grafico que relaciona a absorbancia de uma amostra com a sua

concentragdo de lactose, construido especialmente para este trabalho.
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C (g/L) =3,96 * Asso+ 0,129  R*=0,9958

Determinacio da lactose presente nas amostras

= Retirar do fermentador aproximadamente 5 mL da amostra.

» Centrifugar por 6 minutos a 15000 rpm.

=  Retirar 2,0 mL do sobrenadante e dividir em dois tubos de Folin.

=  Adicionar 2,0 mL de solugao DNS em cada tubo.

* Ferver por 5 minutos, resfriando em seguida até atingir a temperatura ambiente.

» Adicionar dgua até o volume de 25 mL.

= Realizar a leitura da absorbancia a 540 nm. Calcular o valor médio para cada amostra.

= (alcular a concentragdo da lactose utilizando a equagdo da curva de calibragao.
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APENDICE B
CURVA DE CRESCIMENTO DO Lactobacillus helveticus

A cepa encontrava-se em um tubo contendo agar-MRS. Adicionou-se ao tubo 1 mL de
solugdo salina 0.8%, e esfregou-se suavemente a superficie do meio com um bastdo de vidro.
Desse modo, formou-se aproximadamente 1 mL de suspensao bacteriana. Essa suspensao foi
inoculada em um erlenmeyer contendo 100 mL de caldo MRS. O erlenmeyer foi incubado a
37°C e 110 rpm, por 42 horas. Em intervalos de 6 horas, contados a partir da inoculagao,
retiravam-se 2 amostras de 1 mL. Media-se a absorbancia de uma das amostras em
comprimento de onda de 650 nm. A outra amostra era diluida até diluicio 10°. Da amostra
diluida, 50 pL eram tranferidos para uma placa de Petri contendo agar-MRS. Este
procedimento era realizado em triplicata. As placas eram mantidas em estufa a 37C por 24
horas. Por fim, realizava-se a contagem de unidades formadoras de colonia (UFC) com o
auxilio de um contador de coldnias. O resultado da contagem expressava o nimero de células
vidveis por 50 pL, para diluigdo 10. Este nimero era multiplicado por 20 . 10° para que o
resultado fosse obtido em UFC/mL.

A tabela a seguir exibe o resultado obtido neste tabalho, segundo o procedimento acima.

tth)y | DOgs | UFC/mL | log (UFC/mL)

0 0,249 | 1,10E+06 6,04

6 0,26 | 1,26E+06 6,10

12 0,279 | 1,98E+06 6,30

18 1315 | 6,17E+06 6,79

24 1,542 | 1,48E+07 7,17

30 2,127 | 1,82E+07 7,26

36 1,842 | 9,74E+06 6,99

42 1,658 | 7,31E+06 6,86

O grafico abaixo ilustra a relagdo entre log (UFC/mL) e a absorbancia da amostra.
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APENDICE C
CURVA DE CALIBRACAO DE UMA SUSPENSAO BACTERIANA

Procedimento:

Desenvolver a bactéria em placas de Petri ou tubos inclinados, ou ainda em frascos
com 50 mL a 100 mL de meio liquido, por um periodo de 24 a 48 horas.

Se a bactéria for desenvolvida em meio liquido, transferir o contetido dos frascos para
tubos de centrifugacdo. Caso tenha sido utilizado placas de Petri ou tubos inclinados,
suspender as células em agua esterilizada, e depois transferir para os tubos de
centrifugacao.

Centrifugar a 2200 G durante 20 minutos. Para o calculo da velocidade de rotacdo da

*
g (89000 * G
R

S = velocidade de centrifugagdo (rpm)

centrifuga, usar a formula:

G = forga relativa de centrifugacao

R = distancia radial do rotor, medida perpendicularmente do centro do eixo do rotor
até o tubo.

Descartar o sobrenadante. Suspender o precipitado em agua estéril. Utilizando o
espectrofotometro, ajustar a turvagdo da suspensdo para aproximadamente 0,7 A (20%
T) em comprimento de onda de 650 nm. A determinacdo da concentragdo bacteriana
deve ser feita na faixa de 0,1-0,7 A (80%-20% T). Valores acima ou abaixo destes
estdo sujeitos a erro.

A partir da suspensao de 0,7 A, preparar solugdes diluidas nas seguintes proporcdes: 0,
2/3, 3/8 e 1/10. Estas dilui¢cdes devem ter as absorbancias aproximadamente iguais a
0,7,0,5,0,3 ¢ 0,1 A, respectivamente.

Medir a absorbancia das quatro dilui¢cdes. As medi¢gdes devem ser feitas da solugdo
mais diluida até a mais concentrada, sem lavar a cubeta entre as medi¢des. A agua
residual da lavagem pode alterar a diluigdo da amostra. Se os resultados obtidos forem
muito diferentes daqueles descritos no item anterior, ¢ necessario identificar a causa
do erro e refazer o procedimento.

Transferir o conteudo das diluigdes para cadinhos de porcelana previamente secos em

estufa e pesados em balanca de precisao.
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= Manter os cadinhos em estufa a 105°C até que eles atinjam peso constante.
Acondicionar os cadinhos em dessecadores até que atinjam a temperatura ambiente, e
entdo pesa-los, obtendo a massa de células secas contida nas dilui¢des.

» Preencher o quadro:

diluicoes

0 2/3 3/8 1/10

g massa seca/L (Y)

Absorbancia (X)

= Realizar a regressao linear de Y versus X.

Seguindo o procedimento descrito acima, obteve-se os seguintes resultados:

Ags0 X
(g massa seca/ L)
0,104 0,041
0,289 0,126
0,512 0,211
0,726 0,309
8 .04
S5
82 03 o
Qv
fcé« % 0,2 -
= 0,1
8 0 \ \ \ \ \ \ \
0 010,203 040506 0,7 0,8
Absorbéncia 650 nm

X =0,425* Agsy R>=0,9986
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APENDICE D
Concentragdes celulares (X), de substrato (S) e de produto (P) em fun¢do do tempo, para
concentragdes iniciais de lactose iguais a 52 g/L, 82 g/ e 112 g/L. As fermentacdes foram

conduzidas a 40 °C e pH 6,8. O meio foi suplementado com 23,36 g/L de extrato de levedura.

So (9/L)
52 82 112
t) | X S P X S P X S P

0 0,10 52,00 0 0,10 82,00 0 0,10 112,00 0

2 0,10 51,74 0,46 0,10 82,00 1,16 0,10 112,00 0,62
4 0,11 50,85 1,29 0,11 81,20 1,99 0,11 111,84 2,04
6 0,12 48,12 2,14 0,15 79,28 2,96 0,13 110,72 2,76
8 0,17 44,89 2,70 0,28 75,42 4,08 0,17 105,46 3,82
10 0,33 39,82 3,86 0,53 69,35 6,91 0,33 95,32 5,25
12 0,62 32,11 5,62 1,00 61,18 9,75 0,61 85,02 7,25
14 1,09 25,85 8,61 1,66 52,04 14,36 1,11 73,15 11,04
16 1,62 20,14 11,82 2,64 40,12 21,02 1,84 64,08 14,87
18 2,04 15,04 15,11 3,70 31,22 27,09 2,61 52,66 19,07
20 2,58 10,22 19,02 4,74 23,03 33,15 3,45 4345 23,34
22 2,98 8,13 22,94 5,62 16,30 38,24 421 35,12 28,11
24 3,31 6,84 27,88 6,02 13,32 43,85 4,82 30,04 33,04
26 3,40 6,42 32,32 6,11 10,72 49,15 5,14 26,18 37,96
28 3,49 5,98 33,89 6,13 8,44 54,18 5,18 23,12 42,26
30 3,47 5,40 34,25 6,14 7,25 58,07 5,18 22,78 46,74
32 3,44 5,12 34,45 6,00 5,75 59,15 5,21 22,19 49,92
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ANEXO A
Programa para o calculo das medidas de curvatura de Bates e Watts e do vicio de Box.

Adaptado de Ratkowsky (1983).

PROGRAMA PARA CALCULO DE VICIO E CURVATURA

C MODELO LOGISTICO DE CRESCIMENTO MICROBIANO
C
C PROGRAMA PRINCIPAL

C

C

C IMPLICIT DOUBLE PRECISION (A-H,0-Y)
INTEGER JPVT(2),LUNOUT,NP,NPTS,NITS

REAL PARAM(2),DERIVS(34),A(68),QRAUX(2), WK1(3), WK2(17),
*BIAS(2),Z,Y,VARC(2,2)

C VARIAVEIS INDEPENDENTES
COMMON/A/ T(17)

WRITE(*,*)*** ENTRE COM O NUMERO DE PARAMETROS DO MODELO ***
READ(*,*) NP
WRITE(*,*) *** ENTRE COM O VALOR DOS PARAMETROS ESTIMADOS*** '
DO 10 I=1,NP
10 READ(*,*) PARAM(l)
WRITE(*,*) *** ENTRE COM O NUMERO DE PONTOS EXPERIMENTAIS ***
READ(*,*) NPTS
C
C ARQUIVO DE DADOS'
C
OPEN(UNIT=11,FILE='S082.DAT',STATUS='OLD')
DO 20 I=1,NPTS
20 READ(11,*) T(l)
WRITE(*,*) ' ** ENTRE COM O NUMERO DE ITERACOES ****
READ(*,*) NITS
WRITE(*,*) "*** ENTRA COM A VARIANCIA ***
READ(*,*) VAR
WRITE(*,*) 'VALORES DE TEMPO="(I,T(),I=1,NPTS)



DATA LUNOUT/8/

CALL BATES(PARAM,VAR,NITS,NPTS,NP,LUNOUT,IFAIL,A,
% DERIVS,VARC,QRAUX,WK1,WK2,JPVT,BIAS)
STOP

END

O

C

SUBROUTINE EVAL(PARAM,|,ITASK,WKZ1,IFAIL,Z,Y,B)
COMMON/A/ T(17)
DIMENSION PARAM(2),WK1(3)

DATA ZERO/0.0E0/,ONE/1.0E0/,TWO/2.0E0/

IFAIL=0

IF ITASK.NE.1) GO TO 2222

CALCULA DERIVADA PRIMEIRA
T =TEMPO

WRITE (**) 'T=",(T(1),1=1,17

WK1(1)=0.1*exp(PARAM(2)*T(1))/(PARAM(1)+0.1*(exp(PARAM(2)*T(1))-1))
*.0.1*PARAM(L)*exp(PARAM(2)*T(1))/(PARAM(1)+0.1*(exp(PARAM(2)*T(1))-1))**2
WK1(2)=0.1*PARAM(1)*T(I)*exp(PARAM(2)*T(1))/(PARAM(1)+0.1*(exp(PARAM(2)*T(1))-1))
*.0.12*PARAM(1)*exp(PARAM(2)*T(1))*2/(PARAM(1)+0.1*(exp(PARAM(2)*T(1))-1))*2*T(l)

RETURN

2222 CONTINUE

C
C
C

IF(ITASK.NE.2) GO TO 3333

CALCULA SEGUNDAS DERIVADAS
T =TEMPO

133



134

WK1(1)=-2*0.1*exp(PARAM(2)*T(1))/(PARAM(1)+0.1*(exp(PARAM(2)*T(1))-
1))**2+2*0.1*PARAM(1)*exp(PARAM(2)*T(I))/(PARAM(1)+0.1*(exp(PARAM(2)*T(I))-1))**3
WK1(2)=0.1*T(I)*exp(PARAM(2)*T(1))/(PARAM(1)+0.1*(exp(PARAM(2)*T(1))-1))-
0.1**2*exp(PARAM(2)*T(1))**2/(PARAM(1)+0.1*(exp(PARAM(2)*T(1))-1))**2*T(I)-
0.1*PARAM(L)*T(I)*exp(PARAM(2)*T(1))/(PARAM(1)+0.1*(exp(PARAM(2)*T(1))-
1))**2+2*0.1*2*PARAM(1)*exp(PARAM(2)*T(1))**2/(PARAM(1)+0.1*(exp(PARAM(2)*T(1))-1))**3*T(l)
WK1(3)=0.1*PARAM(1)*T(I)**2*exp(PARAM(2)*T(1))/(PARAM(1)+0.1*(exp(PARAM(2)*T(1))-1))-
3*0.1*2*PARAM(1)*T(I)**2*exp(PARAM(2)*T(1))**2/(PARAM(1)+0.1*(exp(PARAM(2)*T(1))-
1))**2+2*0.1*3*PARAM(L)*exp(PARAM(2)*T(1))**3/(PARAM(1)+0.1*(exp(PARAM(2)*T(1))-
1))*34T(1)*2
RETURN
C
3333 CONTINUE

IFAIL=1
RETURN
END
C
R AR IR KRR KA KKK K A KA KA KA KA AR AR AR AR
C
SUBROUTINE BATES(PARAM,VAR,NITS,NPTS,NP,LUNOUT,
+ IFAIL,A,DERIVS,RINV,QRAUX,WK1,WK2,JPVT,BIAS)
C

C EXTERNAL EVAL
INTEGER JPVT(2),NITS,NPTS,NP,LUNOUT,IFAIL,I,J,K,NW,M,ITASK
REAL PARAM(2),A(NPTS,2,2),DERIVS(NPTS,2),RINV(2,2),

* QRAUX(2),BIAS(2),WK1(3), WK2(NPTS),VAR,STRAD, TEMP,
*  C1,C2,W,ZERO,SQRT,FLOAT

DATA ZERO/0.0EO/

IFAIL=0

C CONVERTE A VARIANCIA PARA RAIO PADRAO
IF(VAR.LE.ZERO.OR.NP.LE.0) GO TO 2222
STRAD=SQRT(VAR*FLOAT(NP))

C CALCULA AS PRIMEIRAS E SEGUNDAS DERIVADAS, DIVIDINDO POR STRAD
DO 100 I=1,NPTS
ITASK=1
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CALL EVAL(PARAM,|ITASK,WKZL,IFAIL,Z,Y,B)
DO 200 J=1,NP
DERIVS(1,J)=WK1(J)/STRAD
200 CONTINUE
C
ITASK=2
CALL EVAL(PARAM,|,ITASK,WKZ1,IFAIL,Z,Y,B)
IF(IFAIL.NE.O) GO TO 4444
NW=0
DO 300 J=1,NP
DO 400 K=1,
NW=NW+1
W=WKI1(NW)/STRAD
A(1,J,K)=W
IF(J.NE.K) A(I,K,J)=W
400 CONTINUE
300 CONTINUE
100 CONTINUE
CALL ARRAYS(A,DERIVS,STRAD,NPTS,NP,LUNOUT)
C
C FAZ JPVT=0 PARA POSSIBILITAR A TROCA DE COLUNAS DE TODAS COLUNAS
DO 700 I=1,NP

JPVT(1)=0
700 CONTINUE
C
C DECOMPOSICAO QR DAS PRIMEIRAS DERIVADAS

CALL SQRDC(DERIVS,NPTS,NPTS,NP,QRAUX,JPVT,WK1,1)

DA TRANSFORMACAO DE HOUSEHOLDER PARA DERIVS, PADRONIZANDO A
TRANSFORMACAO DURANTE O PROCEDIMENTO
DO 500 1=1,NP
IF(QRAUX(1).EQ.ZERO.OR.DERIVS(,1).EQ.ZERO) GO TO 3333
TEMP=QRAUX(I)
QRAUX(I)=DERIVS(l,)
DERIVS(I,)=TEMP
DO 600 J=I,NPTS
DERIVS(J,1)=-DERIVS(J,)*QRAUX(I)
600 CONTINUE
500 CONTINUE

C
C TRANSFERE A DIAGONAL DE R PARA QRAUX E GUARDA A DIAGONAL PRINCIPAL
C
C



@

@]
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TRANSFORMA MATRIZ DAS SEGUNDAS DERIVADAS EM ARRANJO ACELERACAO
CALL ACCEL(A,DERIVS,RINV,QRAUX,WK1,JPVT,NPTS,NP)

CALCULA OS VICIOS DE BOX
CALL BOX(A,RINV,BIAS,WK1,NPTS,NP)

CALCULA A MEDIDA DE CURVATURA INTRINSECA
M=NP+1
CALL CURVE(A,DERIVS,WK1,QRAUX,WK2,C1,M,NPTS,NITS,NPTS,NP,IFAIL)
IF (IFAIL.EQ.0) GO TO 1111

DECLARA ERRO NA CONVERGENCIA
IFAIL=5
WRITE(LUNOUT,30) NITS

1111 CONTINUE

C
C

C

CALCULA A MEDIDA DE CURVATURA DEVIDA A EFEITO DE PARAMETRO
CALL CURVE(A,DERIVS,WK1,QRAUX,WK2,C2,1,NP,NITS,NPTS,NP,IFAIL)
IF(IFAIL.EQ.6) WRITE(LUNOUT,30) NITS

IMPRIME RESULTADOS
CALL WATTS(A,BIAS,PARAM,C1,C2,NPTS,NP,LUNOUT)
RETURN

2222 CONTINUE

C

RAIO PADRAO INCORRETO
IFAIL=3
WRITE(LUNOUT,10)
RETURN

3333 CONTINUE

C
C

C

MATRIZ SINGULAR
IFAIL=4
WRITE(LUNOUT,20)
RETURN

4444 CONTINUE

C

ERRO NA SOBROUTINE EVAL
IFAIL=8
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WRITE(LUNOUT,40)
RETURN

10 FORMAT(//1H ,43H** SUBROUTINE BATES: RAIO PADRAO INCORRETO//)

20 FORMAT(//1H ,37H*** SUBROUTINE BATES: MATRIZ SINGULAR//)

30 FORMAT(//1H ,50H*** SUBROUTINE BATES: CONVERGENCIA NAO OBTIDA APQOS,
+110,2X,9HITERACOES//)

40 FORMAT(//1H ,33H** SUBROUTINE BATES ERRO EM EVAL//)
END

@]

SUBROUTINE ACCEL(A,DERIVS,RINV,ALPHA, TEMPV,JPVT,NPTS,NP)

ESTA SUBROUTINE TRANSFORMA A MATRIZ DE DERIVADAS SEGUNDAS NO ARRANJO
ACELERACAO, USANDO O RESULTADO DA DECOMPOSICAO QR DA MATRIZ DAS
PRIMEIRAS DERIVADAS, FEITO NA SUBROUTINE BATES

O O o0 o000

INTEGER JPVT(2),NPTS,NP,1,J,K,L,IMIN1,JJ,JPLUS1
REAL A(NPTS,2,2),DERIVS(NPTS,2),RINV(2,2) ALPHA(2),
* TEMPV(3),ACCUM,GAMMA,ZERO,ONE

DATA ZERO/0.EO/,ONE/1.0E0/

@]

MULTIPLICA MATRIZ DAS SEGUNDAS DERIVADAS POR QR TRANSPOSTA
DO 100 I=1,NP
DO 200 J=1,|
DO 300 K=1,NP
ACCUM=ZERO
DO 400 L=K,NPTS
ACCUM=ACCUM+DERIVS(L,K)*A(L,1,J)
400 CONTINUE
GAMMA=ACCUM/(ALPHA(K)*DERIVS(K,K))
DO 500 L=K,NPTS
A(L,1,9)=A(L,1,J)+GAMMA*DERIVS(L,K)
500 CONTINUE
300  CONTINUE
DO 600 K=1,NPTS



AK,JN=A(K,1,J)
600  CONTINUE
200 CONTINUE
100 CONTINUE

C
C CALCULA AINVERSA DER
DO 700 I=1,NP
DO 800 J=1,NP

TEMPV(J)=ZERO
800 CONTINUE
TEMPV/(1)=ONE/ALPHA(I)
IMIN1=1-1
IF(IMINL.LT.1) GO TO 1111
DO 900 JJ=1,IMIN1
J=IMIN1-JJ+1
JPLUS1=J+1
ACCUM=ZERO
DO 1000 K=JPLUS1,NP
ACCUM=ACCUM+DERIVS(J,K)*TEMPV(K)
1000 CONTINUE
TEMPV(J)=-ACCUM/ALPHA(J)
900 CONTINUE
1111 CONTINUE
DO 1100 J=1,NP
K=JPVT(J)
RINV(K,)=TEMPV(J)
1100 CONTINUE
700 CONTINUE
C

C FAZ APRE E POS MULTIPLICACAO DE A POR RINV TRANSPOSTA

C EPORRINV
DO 1200 I=1,NPTS
DO 1300 J=1,NP
DO 1400 K=1,NP
ACCUM=ZERO
DO 1500 L=1,NP
ACCUM=ACCUM+A(1,J,L)*RINV(L,K)
1500 CONTINUE
DERIVS(J,K)=ACCUM
1400  CONTINUE
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1300 CONTINUE
DO 1600 J=1,NP
DO 1700 K=1,J
ACCUM=ZERO
DO 1800 L=1,NP
ACCUM=ACCUM+RINV/(L,J)*DERIVS(L,K)
1800 CONTINUE
A(1,J,K)=ACCUM
A(1,K,J)=ACCUM
1700 CONTINUE
1600 CONTINUE
1200 CONTINUE
RETURN
END
C
(Sbkkkkkkkkkk kb kR
C
SUBROUTINE BOX(A,RINV,BIAS, TEMPV,NPTS,NP)
C
C ESTA SOBROUTINE CALCULA OS VICIOS DE BOX PARA CADA PARAMETRO
C ESTIMADO E DEVOLVE ESTES VALORES PARA O ARRANJO DE VICIOS
C
INTEGER NPTS,NP,1,J
REAL A(NPTS,2,2),RINV(2,2),BIAS(2), TEMPV(3),ZERO,FLOAT
DATA ZERO/0.E0/

DO 100 I=1,NP
TEMPV(1)=ZERO
DO 200 J=1,NP
TEMPV())=TEMPV(I)+A(1,J,J)
200 CONTINUE
TEMPV(I)=-TEMPV(I)/FLOAT(2*NP)
100 CONTINUE
DO 300 I=1,NP
BIAS()=ZERO
DO 400 J=1,NP
BIAS()=BIAS(I)+RINV(I,J)*TEMPV(J)
400 CONTINUE
300 CONTINUE
RETURN
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END

@]

C
C

C CURVATURA MAXIMA INTRINSECA OU DE EFEITO DE PARAMETRO

C

SUBROUTINE CNTEST(DIR,GRAD,COSA,SINA, THQA,NP,CNVGED)

140

ESTA SUBROUTINE FAZ UM TESTE DE CONVERGENCIA PARA A DETERMINACAO
ITERATIVA DA

INTEGER NP,I

REAL DIR(3),GRAD(2),COSA,SINA, THQA,EPS,PI,TEST,ABS,SIGN,ATAN2,

+ SGN,ZERO,ONE,TWO,PSF,SQRT
LOGICAL CNVGED

DATA EPS/1.0E-4/,PI1/3.141592654E0/,ZERO/0.E0/,ONE/1.0EO0/,

+TWO/2.0E0/,PSF/7.5E-1/

CNVGED=.FALSE.
TEST=ONE-EPS
IF(ABS(COSA).LE.TEST) GO TO 1111

CONVERGENCIA

SGN=SIGN(ONE,COSA)

DO 100 I=1,NP
DIR()=SGN*GRAD(I)

100 CONTINUE

C
C

CNVGED=.TRUE.
RETURN

NAO CONVERGENCIA

1111 CONTINUE

SINA=SQRT(ONE-COSA**2)
IF(SINA.NE.ONE) GO TO 2222
THQA=PSF*PI/TWO

RETURN

2222 CONTINUE

IF(COSA.GE.ZERO) GO TO 3333
THQA=PSF*(ATAN2(SINA,COSA)+PI)
RETURN

3333 CONTINUE
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THQA=PSF*(ATAN2(SINA,COSA))
RETURN
END
C
(Ckkkkkiikk bk bk bk bk bk
C
SUBROUTINE CURVE(A, TEMPML,DIR,GRAD, TEMPL,CMAX,IM,IN,NITS,NPTS,
+ NP,IFAIL)

ESTA SUBROUTINE CALCULAS AS MEDIDAS DE CURVATURA MAXIMA INTRINSECA

E DE EFEITO DE PARAMETRO POR UM PROCESSO ITERATIVO QUE TERMINA QUANDO
A CONVERGENCIA E OBTIDA OU QUANDO O NUMERO MAXIMO DE ITERACOES E
EXCEDIDO. FALHA NA CONVERGENCIA E REPRESENTADA PELO NUMERO IFAIL

IGUAL A 6.

O 0O o0 o0o0o00o0

INTEGER IM,IN,NITS,NPTS,NP,IFAIL,1J,K,ITER,NPMIN1
REAL A(NPTS,2,2), TEMPML(NPTS,2),DIR(3),GRAD(2), TEMPL(NPTS),

+ CMAX,ACCUM,ALENG,SINA,COSA,SIN,COS,SQRT, THQA,C1,C2,ZERO,ONE
LOGICAL CNVGED

DATA ZERO/0.E0/,ONE/1.0E0/

C CALCULA O MAXIMO DA CURVATURA
NPMIN1=NP-1
IF(NPMIN1.LE.1) GO TO 1111
DO 400 I=1,NPMIN1
DIR(I)=ZERO
400 CONTINUE
1111 CONTINUE
DIR(NP)=ONE
ITER=1
C
C REALIZA LOOP ATE QUE A CONVERGENCIA SEJA ATINGIDA OU QUE O
C NUMERO DE ITERACOES SEJA EXCESSIVO
2222 CONTINUE
DO 500 I=IM,IN
DO 600 J=1,NP
ACCUM=ZERO
DO 700 K=1,NP



ACCUM=ACCUM+A(],J,K)*DIR(K)
700 CONTINUE
TEMPML(1,J)=ACCUM
600 CONTINUE
500 CONTINUE
DO 800 I=IM,IN
ACCUM=ZERO
DO 900 J=1,NP
ACCUM=ACCUM+TEMPML(I,J)*DIR(J)
900 CONTINUE
TEMPL(1)=ACCUM
800 CONTINUE
DO 1000 I=1,NP
ACCUM=ZERO
DO 1100 J=IM,IN
ACCUM=ACCUM+TEMPML(J,)*TEMPL(J)
1100 CONTINUE
GRAD(1)=ACCUM
1000 CONTINUE
ACCUM=ZERO
DO 1200 I=1,NP
ACCUM=ACCUM+GRAD(I)*GRAD()
1200 CONTINUE
ALENG=SQRT(ACCUM)
IF(ALENG.EQ.ZERO) GO TO 4444
DO 1300 I=1,NP
GRAD(1)=GRAD(I)/ALENG
1300 CONTINUE
COSA=ZERO
DO 1400 I=1,NP
COSA=COSA+DIR(I)*GRAD()
1400 CONTINUE
C
C TESTE DE CONVERGENCIA

CALL CNTEST(DIR,GRAD,COSA,SINA, THQA,NP,CNVGED)

IF(CNVGED) GO TO 4444

C

C TESTE PARA ITERACOES EXCESSIVAS
ITER=ITER+1
IF(ITER.LE.NITS) GO TO 3333
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IFAIL=6
GO TO 4444
3333 CONTINUE
C2=SIN(THQA)/SINA
C1=COS(THQA)-C2*COSA
DO 1500 I=1,NP
DIR(I)=C1*DIR(I)+C2*GRAD(l)
1500 CONTINUE
GO TO 2222
C

C FINALIZACAO DO LOOP COMECADO EM 2222

4444 CONTINUE
DO 1600 I=IM,IN
DO 1700 J=1,NP
ACCUM=ZERO
DO 1800 K=1,NP
ACCUM=ACCUM+A(I,J,K)*DIR(K)
1800 CONTINUE
TEMPML(1,J)=ACCUM
1700 CONTINUE
1600 CONTINUE
DO 1900 I=IM,IN
ACCUM=ZERO
DO 2000 J=1,NP
ACCUM=ACCUM+TEMPML(I,J)*DIR(J)
2000 CONTINUE
TEMPL(1)=ACCUM
1900 CONTINUE
ACCUM=ZERO
DO 2100 I=IM,IN
ACCUM=ACCUM+TEMPL(I)*TEMPL(I)
2100 CONTINUE
CMAX=SQRT(ACCUM)
RETURN
END
C

C*******************************************************************

C

SUBROUTINE WATTS(A,BIAS,PARAM,C1,C2,NPTS,NP,LUNOUT)
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O o0

O ESPECIFICADO EM JOB

INTEGER NPTS,NP,LUNOUT,I,J,K
REAL A(NPTS,2,2),BIAS(2),PARAM(2),C1,C2,PERCEN,ZERO,HUNDRD

DATA ZERO/0.EO0/,HUNDRD/1.0E2/

C IMPRIMA O ARRANJO ACELERACAO
WRITE(LUNOUT,10)
DO 200 I=1,NP
WRITE(LUNOUT,20)
DO 300 J=1,NP
WRITE(LUNOUT,30) (A(1,J,K),K=1,NP)
300 CONTINUE
200 CONTINUE
C
C IMPRIMA OS VICIOS
WRITE(LUNOUT,40)
DO 400 I=1,NP
IF(PARAM(I).EQ.ZERO) GO TO 2222
PERCEN=BIAS(I)/PARAM(I)*HUNDRD
WRITE(LUNOUT,50) I,PARAM(I),BIAS(I),PERCEN
GO TO 400
2222 CONTINUE
WRITE(LUNOUT,50) I,PARAM(I),BIAS(l)
400 CONTINUE
C
C IMPRIMA AS MEDIDAS DE CURVATURA MAXIMAS
WRITE(LUNOUT,60) C1,C2
RETURN
C
C
10 FORMAT(/1H ,10X,18HARRANJO ACELERACAO,
+  21H(EFEITO DE PARAMETRO))
20 FORMAT(/1H )
30 FORMAT(1H ,10X,10F12.4)
40 FORMAT(//1H ,10X,13HVICIOS DE BOX,///1H ,8X,9HPARAMETRO,9X,
+  16HESTIMATIVA DE MQ,16X,5HVICIO,8X,
+  20HPORCENTAGEM DE VICIO/)

IMPRIME OS RESULTADOS REQUERIDOS PELA SUBROUTINE BATES DE ACORDO COM
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50 FORMAT(1H ,6X,9HPARAMETRO,12,2E20.8,F20.4)
60 FORMAT(////1H ,10X,18HCURVATURAS MAXIMAS//1H ,
+ 15HINTRINSECA (IN),11X,F12.4//1H ,
+ 24HEFEITO DE PARAMETRO (PE),3X,F12.4)
END
C
CHER AR KRR F AR KA KA KKK AR AR A Ak
C
SUBROUTINE SQRDC(X,LDX,N,P,QRAUX,JPVT,WORK,JOB)
C**BEGIN PROLOGUE SQRDC
THIS PROLOGUE HAS BEEN REMOVED FOR REASONS OF SPACE

FOR A COMPLETE COPY OF THIS ROUTINE CONTACT THE AUTHORS

by D. Kahaner, C. Moler, S. Nash
Prentice Hall 1988
C**END PROLOGUE SQRDC
INTEGER LDX,N,P,JOB
INTEGER JPVT(P)
REAL X(LDX,2),QRAUX(2),WORK(3)

C
C
C From the book "Numerical Methods and Software"
C
C

INTEGER J,JP,L,LP1,LUP,MAXJ,PL,PU
REAL MAXNRM,SNRM2,TT
REAL SDOT,NRMXL,T
LOGICAL NEGJ,SWAPJ
C
C**FIRST EXECUTABLE STATEMENT SQRDC
PL=1
PU=0
IF JOB .EQ. 0) GO TO 60

PIVOTING HAS BEEN REQUESTED. REARRANGE THE COLUMNS
ACCORDING TO JPVT.

O O o0 0

DO20J=1,P
SWAPJ = JPVT(J) .GT. 0
NEGJ = JPVT(J) .LT. 0
JPVT(J) =J
IF (NEGJ) JPVT(Q) = -J
IF (NOT.SWAPJ) GO TO 10
IF (J .NE. PL) CALL SSWAP(N,X(1,PL),1,X(1,J),1)
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JPVT(J) = JPVT(PL)
JPVT(PL) = J
PL=PL+1
10  CONTINUE
20 CONTINUE
PU=P
DO50JJ=1,P
J=P-1+1
IF (JPVT(J) .GE. 0) GO TO 40
JPVT(J) = -JPVT(J)
IF (J .EQ. PU) GO TO 30
CALL SSWAP(N,X(1,PU),1,X(1,3),1)
JP = JPVT(PU)
JPVT(PU) = JPVT(J)
JPVT(J) = JP
30 CONTINUE
PU=PU-1
40  CONTINUE
50 CONTINUE
60 CONTINUE
C

C COMPUTE THE NORMS OF THE FREE COLUMNS.

C
IF (PU .LT. PL) GO TO 80
DO 70 J = PL, PU
QRAUX(J) = SNRM2(N,X(1,J),1)
WORK(J) = QRAUX(J)
70 CONTINUE
80 CONTINUE

@

LUP = MINO(N,P)
DO 200 L =1, LUP
IF (L .LT. PL .OR. L .GE. PU) GO TO 120

INTO THE PIVOT POSITION.

O o o0 0

MAXNRM = 0.0EO

PERFORM THE HOUSEHOLDER REDUCTION OF X.

LOCATE THE COLUMN OF LARGEST NORM AND BRING IT
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90
100

110
120

O o0 o0 0

MAXJ = L
DO 100J =L, PU
IF (QRAUX(J) .LE. MAXNRM) GO TO 90
MAXNRM = QRAUX(J)
MAXJ = J
CONTINUE
CONTINUE
IF (MAXJ .EQ. L) GO TO 110
CALL SSWAP(N,X(1,L),1,X(1,MAXJ),1)
QRAUX(MAXJ) = QRAUX(L)
WORK(MAXJ) = WORK(L)
JP = JPVT(MAXJ)
JPVT(MAXJ) = JPVT(L)
JPVT(L) = JP
CONTINUE
CONTINUE
QRAUX(L) = 0.0EO
IF (L .EQ. N) GO TO 190

COMPUTE THE HOUSEHOLDER TRANSFORMATION FOR COLUMN L.

NRMXL = SNRM2(N-L+1,X(L,L),1)
IF (NRMXL .EQ. 0.0E0) GO TO 180

IF (X(L,L) .NE. 0.0E0) NRMXL = SIGN(NRMXL,X(L,L))

CALL SSCAL(N-L+1,1.0E0/NRMXL,X(L,L),1)
X(L,L) = 1.0E0 + X(L,L)

APPLY THE TRANSFORMATION TO THE REMAINING COLUMNS,

UPDATING THE NORMS.

LPL=L+1
IF (P .LT. LP1) GO TO 170
DO 160 J = LP1, P
T = -SDOT(N-L+1,X(L,L),1,X(L,J),1)/X(L,L)
CALL SAXPY(N-L+1,T,X(L,L),1,X(L,J),1)
IF (J .LT. PL .OR. J .GT. PU) GO TO 150
IF (QRAUX(J) .EQ. 0.0E0) GO TO 150
TT = 1.0E0 - (ABS(X(L,J))/QRAUX(J))**2
TT = AMAXL(TT,0.0E0)
T=TT
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130

140
150
160
170

@]

180

TT = 1.0E0 + 0.05E0*TT*(QRAUX(J)/WORK(J))**2
IF (TT .EQ. 1.0E0) GO TO 130
QRAUX(J) = QRAUX(J)*SQRT(T)
GO TO 140
CONTINUE
QRAUX(J) = SNRM2(N-L,X(L+1,),1)
WORK(J) = QRAUX(J)
CONTINUE
CONTINUE
CONTINUE
CONTINUE

SAVE THE TRANSFORMATION.

QRAUX(L) = X(L,L)

X(L,L) = -NRMXL
CONTINUE

190 CONTINUE
200 CONTINUE
RETURN
END

C

C*********************************************************************

C

SUBROUTINE SAXPY(N,SA,SX,INCX,SY,INCY)
C**BEGIN PROLOGUE SAXPY

THIS PROLOGUE HAS BEEN REMOVED FOR REASONS OF SPACE
FOR A COMPLETE COPY OF THIS ROUTINE CONTACT THE AUTHORS

by D. Kahaner, C. Moler, S. Nash

C
C
C From the book "Numerical Methods and Software"
C
C

Prentice Hall 1988

C**END PROLOGUE SAXPY

C

REAL SX(*),SY(*),SA
C**FIRST EXECUTABLE STATEMENT SAXPY
IF(N.LE.0.OR.SA.EQ.0.E0) RETURN
IF(INCX.EQ.INCY) IF(INCX-1) 5,20,60
5 CONTINUE

C
C

CODE FOR NONEQUAL OR NONPOSITIVE INCREMENTS.
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IX =1
Iy =1
IF(INCX.LT.0)IX = (-N+1)*INCX + 1
IF(INCY.LT.0)IY = (-N+1)*INCY + 1
DO 101=1,N
SY(IY) = SY(IY) + SA*SX(IX)
IX = IX + INCX
IY = IY + INCY
10 CONTINUE
RETURN

O o0 o000

20 M = MOD(N,4)
IF(M .EQ.0) GO TO 40
DO30I=1M
SY(l) = SY(I) + SA*SX(l)
30 CONTINUE
IF(N .LT.4) RETURN
40MP1=M+1
DO 50 | = MP1,N,4
SY(l) = SY(I) + SA*SX(I)
SY(l+ 1) =SY(l + 1) + SA*SX(l + 1)
SY(I + 2) = SY(I + 2) + SA*SX(I + 2)
SY(l + 3) = SY(l + 3) + SA*SX(l + 3)
50 CONTINUE
RETURN
C

C CODE FOR EQUAL, POSITIVE, NONUNIT INCREMENTS.

C
60 CONTINUE
NS = N*INCX
DO 70 I=1,NS,INCX
SY(I) = SA*SX(I) + SY(I)
70 CONTINUE
RETURN

CODE FOR BOTH INCREMENTS EQUAL TO 1

CLEAN-UP LOOP SO REMAINING VECTOR LENGTH IS A MULTIPLE OF 4.
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END

REAL FUNCTION SDOT(N,SX,INCX,SY,INCY)
C***BEGIN PROLOGUE SDOT
C THIS PROLOGUE HAS BEEN REMOVED FOR REASONS OF SPACE
C FOR A COMPLETE COPY OF THIS ROUTINE CONTACT THE AUTHORS
C From the book "Numerical Methods and Software"
C by D. Kahaner, C. Moler, S. Nash
C Prentice Hall 1988
C***END PROLOGUE SDOT
C
REAL SX(*),SY(*)
C***FIRST EXECUTABLE STATEMENT SDOT
SDOT = 0.0E0
IF(N.LE.O)RETURN
IF(INCX.EQ.INCY) IF(INCX-1)5,20,60
5 CONTINUE
C
C CODE FOR UNEQUAL INCREMENTS OR NONPOSITIVE INCREMENTS.
C
IX=1
Iy=1
IF(INCX.LT.0)IX = (-N+1)*INCX + 1
IF(INCY.LT.0)IY = (-N+1)*INCY + 1
DO 101=1,N
SDOT = SDOT + SX(IX)*SY(IY)
IX = IX + INCX
lY = 1Y + INCY
10 CONTINUE
RETURN

CODE FOR BOTH INCREMENTS EQUAL TO 1

O 0O o0 o000

20 M = MOD(N,5)
IF(M .EQ. 0) GO TO 40

CLEAN-UP LOOP SO REMAINING VECTOR LENGTH IS A MULTIPLE OF 5.
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DO301=1M
SDOT = SDOT + SX()*SY(l)
30 CONTINUE
IF(N .LT.5) RETURN
40MP1=M+1
DO 501 =MP1,N,5
SDOT = SDOT + SX()*SY(I) + SX(I + 1)*SY(I + 1) +
1 SX(l +2)*SY(I + 2) + SX(I + 3)*SY(l + 3) + SX(I + 4)*SY(l + 4)
50 CONTINUE
RETURN
C
C CODE FOR POSITIVE EQUAL INCREMENTS .NE.1.
C
60 CONTINUE
NS=N*INCX
DO 70 1=1,NS,INCX
SDOT = SDOT + SX()*SY(l)
70 CONTINUE
RETURN
END
C
Chbkbkkk kAR AR AR A KA KA KA KA KA KA KA KA KA KA KRR KRR
C
REAL FUNCTION SNRM2(N,SX,INCX)
C**BEGIN PROLOGUE SNRM2
C THIS PROLOGUE HAS BEEN REMOVED FOR REASONS OF SPACE
C FOR A COMPLETE COPY OF THIS ROUTINE CONTACT THE AUTHORS
C From the book "Numerical Methods and Software"
C by D. Kahaner, C. Moler, S. Nash
C Prentice Hall 1988
C**END PROLOGUE SNRM2
INTEGER NEXT
REAL SX(*), CUTLO, CUTHI, HITEST, SUM, XMAX, ZERO, ONE
DATA ZERO, ONE /0.0EO, 1.0E0/

DATA CUTLO, CUTHI / 4.441E-16, 1.304E19 /
C**FIRST EXECUTABLE STATEMENT SNRM2
IF(N .GT. 0) GO TO 10
SNRM2 = ZERO
GO TO 300
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C
10 ASSIGN 30 TO NEXT
SUM = ZERO
NN = N * INCX
C BEGIN MAIN LOOP
1=1
20 GO TO NEXT,(30, 50, 70, 110)
30 IF( ABS(SX(I)) .GT. CUTLO) GO TO 85
ASSIGN 50 TO NEXT

XMAX = ZERO
C
C PHASE 1. SUM IS ZERO
C

50 IF( SX(I) .EQ. ZERO) GO TO 200
IF( ABS(SX(I)) .GT. CUTLO) GO TO 85

C

C PREPARE FOR PHASE 2.
ASSIGN 70 TO NEXT
GO TO 105

C

C PREPARE FOR PHASE 4.

C

1001=1J

ASSIGN 110 TO NEXT
SUM = (SUM / SX(I)) / SX(I)
105 XMAX = ABS(SX(1))
GO TO 115

PHASE 2. SUM IS SMALL.
SCALE TO AVOID DESTRUCTIVE UNDERFLOW.

O o0 o0 0

70 IF( ABS(SX(I)) .GT. CUTLO ) GO TO 75

COMMON CODE FOR PHASES 2 AND 4.
IN PHASE 4 SUM IS LARGE. SCALE TO AVOID OVERFLOW.

O O 00

110 IF( ABS(SX(I)) .LE. XMAX ) GO TO 115
SUM = ONE + SUM * (XMAX / SX(I))**2
XMAX = ABS(SX(1))

GO TO 200



C
115 SUM = SUM + (SX(I)/XMAX)**2
GO TO 200

PREPARE FOR PHASE 3.

O o0 o0 0

75 SUM = (SUM * XMAX) * XMAX

FOR REAL OR D.P. SET HITEST = CUTHI/N
FOR COMPLEX  SET HITEST = CUTHI/(2*N)

O O o000

85 HITEST = CUTHI/FLOAT(N )

@

C PHASE 3. SUM IS MID-RANGE. NO SCALING.

DO 95 J =I,NN,INCX
IF(ABS(SX(J)) .GE. HITEST) GO TO 100
95 SUM = SUM + SX(J)**2
SNRM2 = SQRT( SUM)
GO TO 300
C
200 CONTINUE
I =1+ INCX
IF (1.LE. NN) GO TO 20

END OF MAIN LOOP.

O o0 oo 0

SNRM2 = XMAX * SQRT(SUM)
300 CONTINUE
RETURN
END
C
(ki kkkkkk bk bk bk bk bk
C
SUBROUTINE SSCAL(N,SA,SX,INCX)
C**BEGIN PROLOGUE SSCAL

COMPUTE SQUARE ROOT AND ADJUST FOR SCALING.
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C THIS PROLOGUE HAS BEEN REMOVED FOR REASONS OF SPACE
C FOR A COMPLETE COPY OF THIS ROUTINE CONTACT THE AUTHORS
C From the book "Numerical Methods and Software"
C by D. Kahaner, C. Moler, S. Nash
C Prentice Hall 1988
C***END PROLOGUE SSCAL
C
REAL SA,SX(*)
C***FIRST EXECUTABLE STATEMENT SSCAL
IF(N.LE.O)RETURN
IF(INCX.EQ.1)GOTO 20
C
C CODE FOR INCREMENTS NOT EQUAL TO 1.
C
NS = N*INCX
DO 10 1=1,NS,INCX
SX(l) = SA*SX(I)
10 CONTINUE
RETURN

CODE FOR INCREMENTS EQUAL TO 1.

O o0 o0 oo 0

20 M = MOD(N,5)
IF(M.EQ.0) GO TO 40
DO301=1M

SX(I) = SA*SX(I)

30 CONTINUE
IF(N .LT.5) RETURN

40MP1=M+1
DO 501=MP1,N,5

SX(l) = SA*SX(I)

SX(I + 1) = SA*SX(I + 1)
SX(I + 2) = SA*SX(I + 2)
SX(l + 3) = SA*SX(l + 3)
SX(l + 4) = SA*SX(l + 4)

50 CONTINUE
RETURN

CLEAN-UP LOOP SO REMAINING VECTOR LENGTH IS A MULTIPLE OF 5.
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END

SUBROUTINE SSWAP(N,SX,INCX,SY,INCY)
C**BEGIN PROLOGUE SSWAP
C THIS PROLOGUE HAS BEEN REMOVED FOR REASONS OF SPACE
C FOR A COMPLETE COPY OF THIS ROUTINE CONTACT THE AUTHORS
C From the book "Numerical Methods and Software"
C by D. Kahaner, C. Moler, S. Nash
C Prentice Hall 1988
C***END PROLOGUE SSWAP
C
REAL SX(*),SY(*),STEMP1,STEMP2,STEMP3
C***FIRST EXECUTABLE STATEMENT SSWAP
IF(N.LE.O)RETURN
IF(INCX.EQ.INCY) IF(INCX-1) 5,20,60
5 CONTINUE
C
C CODE FOR UNEQUAL OR NONPOSITIVE INCREMENTS.
C
IX=1
ly=1
IF(INCX.LT.0)IX = (-N+1)*INCX + 1
IF(INCY.LT.0)IY = (-N+1)*INCY + 1
DO 101=1,N
STEMP1 = SX(IX)
SX(IX) = SY(lY)
SY(lY) = STEMP1
IX =1X + INCX
lY = 1Y + INCY
10 CONTINUE
RETURN

CODE FOR BOTH INCREMENTS EQUAL TO 1

CLEAN-UP LOOP SO REMAINING VECTOR LENGTH IS A MULTIPLE OF 3.

O o0 o0 o000

20 M = MOD(N, 3)



IF(M .EQ. 0) GO TO 40
DO 301=1,M
STEMP1 = SX(I)
SX(I) = SY(l)
SY(l) = STEMP1
30 CONTINUE
IF(N .LT. 3) RETURN
40MPL=M+1
DO 50 | = MP1,N,3
STEMP1 = SX(I)
STEMP2 = SX(I+1)
STEMP3 = SX(I+2)
SX(l) = SY(I)
SX(1+1) = SY(I+1)
SX(1+2) = SY(I+2)
SY(l) = STEMP1
SY(l+1) = STEMP2
SY(+2) = STEMP3
50 CONTINUE
RETURN
60 CONTINUE
C
C CODE FOR EQUAL, POSITIVE, NONUNIT INCREMENTS.
C
NS = N*INCX
DO 70 I=1,NS,INCX
STEMP1 = SX(I)
SX(l) = SY(I)
SY(l) = STEMP1
70 CONTINUE
RETURN
END

SUBROUTINE ARRAYS(A,DERIVS,STRAD,NPTS,NP,LUNOUT)
C
C ESTA SUBROUTINE IMPRIME AS MATRIZES DE PRIMEIRA E SEGUNDA DERIVADAS,
C SE FOREM REQUERIDAS NA SUBROUTINE BATES
C
INTEGER NPTS,NP,LUNOUT,I,J,K
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C
C
C

DIMENSION A(NPTS,2,2),DERIVS(NPTS,2)

IMPRIME AS PRIMEIRAS DERIVADAS

WRITE(LUNOUT,20)
DO 100 I=1,NPTS
WRITE(LUNOUT,30) I,(DERIVS(1,J),J=1,NP)

100 CONTINUE

C
C
C

IMPRIME AS SEGUNDAS DERIVADAS

WRITE(LUNOUT,40)
DO 200 I=1,NP
WRITE(LUNOUT,50) |
DO 300 J=1,NP
WRITE(LUNOUT,60)(A(I,J,K),K=1,NP)

300 CONTINUE
200 CONTINUE

C

@]

IMPRIME O RAIO PADRONIZADO

WRITE(LUNOUT,10) STRAD
RETURN

10 FORMAT(////1H ,10X,13HRAIO PADRAO =,E13.6)

20 FORMAT(////1H ,10X,34HPRIMEIRAS DERIVADAS (PADRONIZADAS)//1H ,
+10HDATA POINT)

30 FORMAT(1H ,110,10X,8E12.5/(1H ,20X,8E12.5))

40 FORMAT(////1H ,10X,33HSEGUNDAS DERIVADAS (PADRONIZADAS)//1H ,
+10HDATA POINT)

50 FORMAT(1H ,I5)

60 FORMAT(1H ,10X,8E12.5/(/1H ,10X,8E12.5))
END
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