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Resum del projecte: cal adjuntar dos resums del document, l'un en anglès i l'altre en la llengua del document, on 
s'esmenti la durada de l'acció 
Resum en la llengua del projecte (màxim 300 paraules) 
Els bacteris són la forma dominant de vida del planeta: poden sobreviure en medis molt adversos, i en alguns casos 
poden generar substàncies que quan les ingerim ens són tòxiques. La seva presència en els aliments fa que la 
microbiologia predictiva sigui un camp imprescindible en la microbiologia dels aliments per garantir la seguretat 
alimentària.  
 Un cultiu bacterià pot passar per quatre fases de creixement: latència, exponencial, estacionària i de mort. En 
aquest treball s’ha avançat en la comprensió dels fenòmens intrínsecs a la fase de latència, que és de gran interès en 
l’àmbit de la microbiologia predictiva. Aquest estudi, realitzat al llarg de quatre anys, s’ha abordat des de la metodologia 
Individual-based Modelling (IbM) amb el simulador INDISIM (INDividual DIScrete SIMulation), que ha estat millorat per 
poder fer-ho. 
 INDISIM ha permès estudiar dues causes de la fase de latència de forma separada, i abordar l’estudi del 
comportament del cultiu des d’una perspectiva mesoscòpica. S’ha vist que la fase de latència ha de ser estudiada com 
un procés dinàmic, i no definida per un paràmetre. L’estudi de l’evolució de variables com la distribució de propietats 
individuals entre la població (per exemple, la distribució de masses) o la velocitat de creixement, han permès distingir 
dues etapes en la fase de latència, inicial i de transició, i aprofundir en la comprensió del que passa a nivell cel·lular. 
  S’han observat experimentalment amb citometria de flux diversos resultats previstos per les simulacions. La 
coincidència entre simulacions i experiments no és trivial ni casual: el sistema estudiat és un sistema complex, i per tant 
la coincidència del comportament al llarg del temps de diversos paràmetres interrelacionats és un aval a la metodologia 
emprada en les simulacions. Podem afirmar, doncs, que s’ha verificat experimentalment la bondat de la metodologia 
INDISIM. 

Resum en anglès (màxim 300 paraules) 
Microorganisms play a central role in every ecosystem and in the global biomass cycle. In particular, their impact on the 
human alimentation is extremely relevant. Bacteria produce substances that modify the food quality and may even be 
toxic or, on the contrary, they may be essential in food production and processing. Predictive food microbiology has 
become an important specific field in microbiology.  
Bacterial growth of a batch culture may show up to four phases: lag, exponential, stationary and death. In this work, we 
have improved the understanding of the lag phase, which is a specific topic of interest in food microbiology, and the 
intrinsic phenomena behind it. This study has been carried out from the perspective of Individual-based Modelling (IbM) 
with the simulator INDISIM (INDividual DIScrete SIMulation), that has been specifically improved for this purpose.  
INDISIM allows the separate study of two different mechanisms that may cause the lag phase. As a bottom-up approach, 
it also allows tackling the culture behaviour from a mesoscopic point of view. It has been proven that the lag phase must 
be studied as a dynamic process, and it cannot be completely defined by a single parameter. The evolution of system-
level variables such as biomass distribution or the growth rate, delimits two stages in the lag phase (initial and transition). 
A mesoscale analysis allows relating the observed system behaviour to the phenomena occurring at a cellular scale. 
  

 
 



           

 
 

Resum en anglès (màxim 300 paraules) – continuació -. 
Some of the results provided by the simulations have been experimentally checked through flow cytometry. The 
coincidence between simulations and experiments is not trivial, nor accidental: the system under study is complex; 
therefore, the coincidence in the dynamics of the different modelled parameters is a validation of both the model and the 
simulation methodology. We can affirm that the suitability and goodness of INDISIM have been experimentally verified. 

 
 
 
 
2.- Memòria del treball (informe científic sense limitació de paraules). Pot incloure altres fitxers de 
qualsevol mena, no més grans de 10 MB cadascun d’ells. 
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1. Introducció 
 
1.1. La microbiologia predictiva  

 
 Els bacteris són la forma dominant de vida del planeta (Maloy and 

Schaechter, 2006). Poden sobreviure en medis molt adversos, i en alguns casos 

poden generar substàncies que quan les ingerim ens són tòxiques (bacteris 

patògens). La seva presència en els aliments fa que la microbiologia predictiva sigui 

un camp de gran importància en la microbiologia alimentària, sobretot en l'àrea de 

la seguretat alimentària i avaluació de riscos (Fleet, 1999). Qüestions com poder 

determinar en quin moment la concentració de bacteris patògens arribarà a un cert 

llindar, quines mesures es poden prendre per a què això no passi, o com es pot 

allargar la vida d'un producte resulten vitals en una indústria com és la de 

l'alimentació. Tot i que va començar com una ciència empírica fa pràcticament un 

segle, es va començar a parlar del terme "microbiologia predictiva" fa només deu o 

quinze anys, durant els quals l'evolució de la investigació en aquest camp ha estat 

exponencial (McKellar and Lu, 2003). Actualment hi ha molts grups de recerca 

repartits arreu del món que hi treballen, de manera autònoma o a través de 

projectes amb diferents administracions (ComBase, Bacanova, Seafood Spoilage 

Predictor,...).  

 

1.2. Les fases del creixement d’un cultiu bacterià 

 
El creixement d'un cultiu de bacteris pot passar per quatre fases: latència, 

exponencial, estacionària i mort (Fig.1) (Madigan and Martinko, 2006).  

La fase exponencial és la de creixement màxim dels bacteris quan les 

condicions del medi són apropiades. Els bacteris es divideixen per fissió binària. 

D’aquesta manera, si les condicions del medi ho permeten d’un bacteri en surten 

dos, de dos en surten quatre, de quatre en surten vuit, etc. Parlem, doncs, de que 

el creixement és exponencial (Eq.1):  

teNN ⋅⋅= exp
0

µ
    (1) 

on N és el nombre de bacteris del cultiu, N0 és el nombre inicial de bacteris, mexp és 

la velocitat de creixement o growth rate en la fase exponencial i t és el temps des 

de la inoculació. Generalment es representa la corba de creixement en escala 

semilogarítmica, ja que la fase exponencial és fàcilment detectable com una recta 

de pendent  
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     exp
1 µµ ==
dt
dN

NN     (2) 

A vegades, quan els bacteris són canviats de medi, el nutrient principal 

s’esgota i cal començar a metabolitzar-ne un de secundari, o les condicions del 

medi canvien (temperatura, pH,…), els bacteris han de passar per una fase 

d’adaptació durant la qual no poden créixer en condicions exponencials. És el que 

s’anomena la fase de latència. 

Quan s’esgota el nutrient d’un medi o desapareixen les condicions favorables 

per al creixement i els bacteris no són capaços d’adaptar-se, entren en el que 

s’anomena la fase estacionària. Durant aquesta fase s’atura el creixement, i els 

bacteris poden passar per diverses subfases durant les quals desenvolupen 

mecanismes per sobreviure. Si bacteris provinents d’una fase estacionària són 

inoculats en un nou medi ric, tenen la possibilitat de tornar a créixer de nou, 

després de passar per una fase d’adaptació al nou medi (latència).  

La fase estacionària i la fase de latència estan molt relacionades, ja que 

sovint una és conseqüència de l’altra. Són també les fases més complexes, ja que 

requereixen el desenvolupament de mecanismes d’adaptació per part dels bacteris 

per poder créixer (latència) o sobreviure (estacionària). 

Si les condicions durant la fase estacionària són tan extremes que els 

bacteris no tenen la possibilitat de sobreviure, s’entra en la fase de mort. 

 

 
Fig.1: Fases del creixement d’un cultiu bacterià 
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1.3. Individual-based Modelling (IbM) 

 
 Durant l'última dècada s'han desenvolupat els anomenats models 

matemàtics primaris i secundaris “top-down”, que han servit com una primera 

aproximació per estudiar les diverses fases de creixement (Baranyi and Roberts, 

1994; Swinnen et al., 2004). Darrerament s'han introduït també alguns models 

estocàstics, i actualment està prenent importància l'estudi d'aquest fenomen des 

del punt de vista de la modelització basada en l'individu o Individual-based 

Modelling (IbM) (Dens et al., 2002a; Dens et al., 2002b). Aquest tipus de 

modelització “bottom-up” permet aproximar-se al fenomen d'una manera més 

concreta: es dissenya amb la finalitat d’abordar les interaccions entre els 

microorganismes, així com la seva adaptació al medi, creixement, supervivència i 

mort. Generalment consta d'un model de cèl·lula que defineix el comportament del 

bacteri segons els paràmetres acordats, i una posterior simulació que, un cop 

comparada amb resultats experimentals, permet acceptar o rebutjar el model 

proposat. Això permet determinar quins són els mecanismes importants que 

afecten a la durada de la fase de latència o a les característiques de la fase 

estacionària i estudiar la variabilitat d'aquestes segons els diferents factors. 

  

1.4. INDISIM 

 
El grup de recerca de Modelització i Simulació Discreta de Sistemes Biològics 

ja fa un parell de dècades que ha utilitzat la IbM per estudiar diversos sistemes com 

la floculació de llevats (Ginovart et al., 2006), el creixement de bacteris en plaques 

de petri (Ginovart et al. 2002c), la producció de iogurt (Ginovart et al., 2002b), el 

tractament d'aigües residuals, els processos de nitrificació dels sòls (Ginovart et al., 

2005) o els cultius in vitro de sang amb Plasmodium falciparum (Ferrer et al., 

2007). Amb aquesta llarga experiència ha desenvolupat una metodologia de 

modelització i simulació que anomena INDividual DIScrete SIMulation, INDISIM 

(Ginovart et al., 2002a).  

INDISIM és un simulador basat en l'individu, on la unitat fonamental és el 

microorganisme. És discret en l'espai i en el temps. El programa de simulació es 

desenvolupa a partir d'una sèrie de regles que afecten al comportament individual 

dels microorganismes en un cert medi, definides pel model de microorganisme. 

Mitjançant arguments estadístics, es pot extreure el comportament del col·lectiu a 

partir d'aquestes regles individuals. El medi està sotmès també a una sèrie de 

fenòmens, inclosos en el que anomenem model d'espai.  
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Model de microorganisme 

Sigui PN(t) la població microbiana a cada instant de temps t. Cada 

microorganisme, i, està controlat per un vector Ei que conté les seves 

característiques individuals, ej(t), en aquest instant. 

[ ]{ }1 2 1,2,...,
( ) ( ), ( ),......, ( )N i J i N

P t E e t e t e t
=

=     (3) 

Aquestes característiques bàsicament són la posició, la massa, la massa 

mínima per començar la reproducció i l'edat. Segons el sistema a estudiar es poden 

controlar altres característiques com el tipus d'individu, si treballem amb més d'una 

espècie, o la quantitat d'enzim intracel·lular que disposa per al metabolisme. 

Les regles de comportament individual tenen en compte a cada pas de 

temps ∆t el moviment (si correspon), la ingesta o uptake, el metabolisme, i el cicle 

cel·lular (reproducció i viabilitat). En general estan definides per uns valors mitjos 

amb una certa desviació típica imprescindible per reproduir la diversitat dels 

sistemes reals. 

 

Model d'espai 

L'espai pot ser bidimensional o tridimensional, i està dividit en cel·les, que 

identifiquem amb les seves coordenades (x,y) o (x,y,z), d'una certa superfície o 

volum. Les característiques de cada cel·la, sk(t), estan alhora controlades per D(t). 

[ ]{ }1 2 1... , 1... , 1...
( ) ( ), ( ),...., ( )xyz K x A y B z C
D t S s t s t s t

= = =
=    (4) 

Entre aquestes característiques podem trobar la quantitat dels diferents 

tipus de components químics o la seva temperatura. Entre els fenòmens que 

afecten a l'espai considerem la difusió i l'entrada o sortida de nutrient del sistema.  

  
1.5. Objectius 

 
L’objectiu d’aquest treball és millorar la comprensió de la fase de latència dels 

cultius bacterians. Per assolir-ho, cal treballar en objectius específics que ens facin 

avançar en tres aspectes:  

- objectius conceptuals: millorar la comprensió de diferents fenòmens 

intrínsecs a la fase de latència;  

- objectius metodològics: adaptar i desenvolupar mètodes de modelització i 

simulació per facilitar l’assoliment dels objectius conceptuals i la seva 

aplicabilitat a altres problemes concrets; 

- objectius experimentals: verificar experimentalment els fenòmens previstos 

per la modelització i simulació per alhora corroborar la idoneïtat d’INDISIM en 

l’estudi de la fase de latència. 



Individual-based Modelling of bacterial cultures to study the bacterial lag phase 

6 

 

A) Objectius conceptuals 

 
1. Identificar les variables importants per a l’estudi de la fase de latència o altres 

processos transitoris similars. 

2. Distingir i analitzar diverses causes de la fase de latència. 

3. Analitzar la relació de la durada de la fase de latència amb diverses variables. 

4. Estudiar la relació entre la fase de latència dels individus i la de la població. 

5. Analitzar el comportament temporal del sistema durant la fase de latència. 

6. A partir dels objectius anteriors, fer una revisió crítica del concepte de fase de 

latència. 

 

B) Objectius metodològics 

 
1. Millorar INDISIM per abordar l’estudi de la fase de latència: 

a. incorporar al model les adaptacions necessàries; 

b. implementar-les al programa de simulació; 

c. incorporar al programa de simulació els càlculs específics necessaris, 

així com les sortides adequades per a l’estudi de la fase de latència. 

2. Verificar la idoneïtat dels IbMs i, en concret, d’INDISIM per a l’estudi de 

processos transitoris en el creixement bacterià. 

3. Desenvolupar eines matemàtiques que permetin l’anàlisi dinàmica dels 

processos de transició. 

4. Desenvolupar mètodes que permetin abordar l’estimació de paràmetres en 

IbMs.  

5. Estudiar l’aplicabilitat de les millores fetes a INDISIM així com dels mètodes 

matemàtics desenvolupats per a l’estudi d’altres sistemes més complexos. 

 

C) Objectius experimentals 

 
1. Seleccionar els mètodes experimentals adequats per mesurar l’evolució de la 

distribució de masses d’un cultiu al llarg del creixement. 

2. Adaptar els protocols experimentals de treball per poder obtenir les mesures 

necessàries. 

3. Analitzar els resultats experimentals, desenvolupant els mètodes 

matemàtics adequats per fer-ho. 

4. Interpretar els resultats obtinguts per validar els resultats obtinguts per 

simulació. 
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2. Fases del treball realitzat 

 

2.1. Estudi de les causes microscòpiques de la fase de latència 

 
La utilització d’un IbM com INDISIM obre la possibilitat d’identificar i estudiar de 

forma aïllada possibles causes de la fase de latència en cultius bacterians. En 

aquest treball s’aïllen dues possibles causes de la fase de latència: 

i) Quan tenim un cultiu en fase estacionària, els bacteris tenen una mida 

mitjana més petita que la característica de la fase exponencial. Si 

aquests bacteris són inoculats en medi fresc, abans de poder créixer 

exponencialment amb normalitat han d’augmentar la seva massa. 

ii) Si sotmetem un inòcul a un canvi de medi on la font principal de nutrient 

sigui diferent, els bacteris hauran d’adaptar el seu metabolisme per 

poder catabolitzar el nou nutrient, de manera que passaran per una fase 

de latència abans de poder créixer amb normalitat. Aquesta adaptació 

s’ha modelitzat com una síntesi enzimàtica.  

Aquestes dues causes s’han estudiat de manera aïllada, així com la relació de la 

fase de latència amb diverses variables: temperatura, massa mitjana inicial, 

energia de manteniment i grandària de l’inòcul. Els resultats mostren 

comportaments similars als recollits a la literatura, de manera que aquest treball ha 

servit també per validar INDISIM per a l’estudi de la fase de latència. 

S’ha introduït una eina matemàtica molt útil per analitzar l’evolució de la 

distribució de masses durant la fase de latència: les distàncies. L’expressió de la 

product distance és: 

∑
=

−
−

=
25

1
exp,

exp

exp )(·
)(

)(
mk

kmkm ptp
m
mtm

tD    (5) 

On m  és la massa mitjana del cultiu instantània (t) o característica de la fase 

exponencial (exp), i kmp  és la distribució de masses normalitzada instantània (t) o 

característica de la fase exponencial (exp). La product distance és un paràmetre 

que ens permet determinar si la distribució de masses d’un cultiu és pròxima a la 

característica del creixement exponencial, o bé si encara estan lluny una de l’altra. 

Mostra també com és l’evolució d’aquesta distribució al llarg de la fase de latència, 

on es veu que hi ha una caiguda lineal d’aquest paràmetre i, per tant, mostra la 

transició entre la fase de latència i l’exponencial. 
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2.2. De la fase de latència a la fase exponencial 

 
 Habitualment es defineix la fase de latència en termes de densitat de 

cèl·lules, ja que durant aquesta fase el nombre de bacteris roman constant o 

augmenta lleugerament, i es quantifica per mitjà del paràmetre de latència, l. 

S’han estudiat de manera separada l’evolució de la densitat cel·lular i la de la 

biomassa total des de l’inici de la fase de latència fins a l’entrada a l’exponencial, 

que comença quan expµµµ == BN  (on mN és la taxa de creixement en densitat 

cel·lular, mB és la taxa de creixement de la biomassa total i mexp és la taxa de 

creixement característica de la fase exponencial). S’ha dividit la fase de latència en 

una fase inicial, on m és nul·la o negativa, i una de transició on m comença a 

créixer fins a assolir el valor característic de la fase exponencial. Aquestes fases 

s’han definit tant per la densitat cel·lular com per la biomassa total.  

En el cas de la densitat cel·lular s’ha assumit un augment lineal de la mN 

durant la fase de transició, el que ha servit de base per un model matemàtic simple 

que descriu aquesta transició en els casos de cultius on no hi ha sincronismes 

inicials.  

0=Nµ   1t t≤     (6)  

)·( 1ttaN −=µ  1 2t t t≤ ≤    (7) 

expµµ =N   2t t≥     (8) 

On t1 és el temps de primera divisió (first division time, tFD) i t2 és el moment on la 

taxa de creixement assoleix el valor màxim i entrem en la fase exponencial. El 

paràmetre a es pot determinar com: 

12

exp

tt
a

−
=

µ
      (9) 

Aquest model s’ha verificat per mitjà de les simulacions. Ha servit també per 

discutir la validesa del paràmetre de latència com a definició universal: s’ha vist 

que, per una banda, en alguns casos hi ha una fase de latència en la biomassa total 

que està correlacionada i determina la fase de latència en termes de densitat 

cel·lular. D’altra banda, tant t1 com t2 poden servir com a indicadors de la latència, 

en aquest cas amb un significat biològic més fort, tot i que són més difícils de 

determinar. Per últim, s’han analitzat els problemes del paràmetre de latència 

clàssic en cultius amb un inòcul molt petit, on podem obtenir 1t<λ  (donem per 

finalitzada la latència abans que esdevingui la primera divisió!).  
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Per últim, s’ha vist que la product distance pot servir també per distingir 

quan un cultiu en fase exponencial està o no en condicions de creixement 

balancejat pel que fa a la distribució de masses. 

 

2.3. Estudi experimental de la dinàmica de la distribució de masses 

 
 La modelització i simulació IbM permet l’estudi i seguiment dels cultius 

bacterians en una escala mesoscòpica, que està entre l’individu com a unitat 

(escala microscòpica) i la població com un tot (escala macroscòpica). És a dir, 

permet extreure informació del sistema a nivell d’individus i de població, però 

també de la relació entre els individus i de distribució de propietats entre la 

població. La informació experimental a nivell poblacional (corba de creixement, 

paràmetre de latència, ...) és útil, però queda per cobrir la informació necessària a 

nivell mesoscòpic. 

 La citometria de flux i l’elèctric size analysis són dues tècniques 

experimentals que permeten mesurar la distribució de grandàries entre els bacteris 

d’un cultiu. A més, no tan sols permeten fer-ne una fotografia instantània, sinó 

també prendre mesures al llarg del temps per veure com evoluciona aquesta 

distribució d’una manera dinàmica. És, per tant, una font d’informació realment útil 

per a la modelització i simulació IbM. 

 Aquest treball s’ha fet en col·laboració amb el Dr. Josep Vives-Rego, de la 

Universitat de Barcelona (UB). Els experiments s’han dut a terme al Parc Científic 

de Barcelona (UB) i han comptat amb l’ajuda i el suport de Bàrbara Flix i Rosa 

Carbó, de l’Escola Superior d'Agricultura de Barcelona (ESAB-UPC) i Jaume Comas-

Riu, Ricard López i Chari González Flores dels Serveis Científico-tècnics de la UB 

(SCT-UB). 

 S’ha estudiat l’evolució d’un cultiu d’Escherichia coli en medi mínim M9 a 

20ºC i a 35ºC. S’ha adaptat la product distance per analitzar els resultats 

experimentals. S’han comprovat experimentalment diversos dels resultats obtinguts 

per simulació amb INDISIM: l’evolució de la distribució de grandàries al llarg de la 

corba de creixement mostra un desplaçament cap endavant durant la fase de 

latència, s’estabilitza durant la fase exponencial i retrocedeix amb l’entrada a la 

fase estacionària. S’ha comprovat que la caiguda de la product distance durant la 

latència té un comportament lineal, i s’ha vist com aquesta caiguda és més lenta a 

20ºC (el que implica que l’adaptació és també més lenta), i més ràpida a 35ºC 

(adaptació més ràpida). 

 

 



Individual-based Modelling of bacterial cultures to study the bacterial lag phase 

10 

2.4. Optimització de l’estimació de paràmetres en IbM 

 
 Sovint, la utilització d’un IbM, sigui en la seva vessant d’eina per aprofundir 

en la comprensió d’un sistema o en la d’eina predictiva per ser utilitzada com a 

sistema experimental, requereix una estimació acurada dels paràmetres d’entrada. 

Aquests paràmetres en alguns casos es poden extreure de la bibliografia 

especialitzada, però en altres casos la informació experimental a nivell de població 

no és extrapolable a nivell individual, o bé simplement són paràmetres que no s’han 

pogut mesurar mai. De fet, una acurada estimació de paràmetres amb IbM no 

mesurables experimentalment pot ser un objectiu per ell mateix.  

 En una estada de tres mesos a la Katholieke Universiteit Leuven amb el grup 

de recerca BioTeC (Bioprocess Technology and Control), s’ha fet un projecte comú 

amb el Dr. Arnout Standaert per tal d’optimitzar mètodes d’estimació de 

paràmetres específics per IbM. Aquest projecte s’ha realitzat sota la supervisió de la 

Dra. Kristel Bernaerts i del Dr. Jan Van Impe. S’ha treballat paral·lelament en 

l’estimació de paràmetres amb INDISIM (Ginovart et al., 2002a) i amb BacSim 

(Kreft et al., 1998).  

 S’han escollit paràmetres equivalents per avançar en paral·lel i poder 

comparar els resultats obtinguts amb un i altre simulador. S’ha escollit una corba 

de creixement experimental amb la que es comparaven els resultats de cada 

simulació, i es buscava minimitzar la diferència entre la corba experimental i la 

simulada. La quantificació de la diferència s’ha fet pel mètode dels mínims quadrats 

(MSE), que s’ha utilitzat com a funció objectiu a minimitzar. 

∑
=

−
−

=
n

i
isimi tCtC

n
MSE

1
exp ))()((

1
1

   (10) 

On n és el nombre de punts de la corba experimental, i Cexp i Csim són les evolucions 

de la concentració cel·lular experimental (exp) i simulada (sim). 

 La minimització de la funció objectiu s’ha fet per tres mètodes, que han 

estat adaptats per treballar amb simulacions IbM: 

- La grid search clàssica: és el mètode més simple, però pot ser temporalment 

molt costós. 

- El mètode de Nelder-Mead Threshold Accepting (Nelder and Mead, 1965; 

Dueck and Scheuer, 1990): la precisió dels resultats és prou bona i el temps 

de càlcul disminueix, però encara pot ser bastant llarg i presenta alguns 

problemes per ser adaptat per avaluar dos o més paràmetres. 

- El mètode de NEWUOA (Powell, 2004): dóna una precisió en els resultats 

acceptable i és el mètode temporalment menys costós, així com fàcilment 

aplicable a l’estimació de dos i més paràmetres. 
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3. Síntesi de resultats i conclusions 

 

A) Conceptuals 
 
 
1. Identificar les variables importants per a l’estudi de la fase de latència o d’altres 

processos transitoris similars. 

 
Històricament s’ha definit la fase de latència a partir de l’evolució del nombre 

d’individus. És, per tant, una de les variables que s’ha utilitzat i s’ha estudiat amb 

profunditat. No obstant, hi ha dos grups més de variables interessants que han 

resultat útils per a l’estudi de la fase de latència: les relacionades amb la biomassa, 

i les relacionades amb la velocitat de creixement 

S’ha vist que la distribució de masses aporta una informació molt valuosa a l’hora 

d’abordar la fase de latència. És un reflex molt clar del que passa a nivell individual 

i col·lectiu: 

- Un retrocés en la distribució de masses en les fases inicials de creixement 

implica que els bacteris estan sotmesos a condicions on han de fer una 

despesa d’energia que supera l’aportada pel nutrient que poden ingerir. És el 

cas de l’adaptació metabòlica a un canvi de nutrient, on la necessitat de 

sintetitzar nous enzims necessaris per metabolitzar-lo suposa una despesa 

important pel bacteri. 

- L’estabilitat en la distribució de masses reflecteix que un creixement està en 

fase exponencial i balancejat pel que fa a aquesta variable. És una distribució 

característica del tipus de medi, les condicions específiques i el tipus de 

bacteris. 

- Qualsevol inòcul amb una distribució de masses inicial diferent a la 

característica de la fase exponencial, mostra una evolució dinàmica d’aquesta 

variable durant la fase de latència per adaptar-se a les condicions de 

creixement exponencial 

- Els cultius en fase estacionària tardana també tenen una distribució de 

masses estable, però en aquest cas amb una massa mitjana clarament 

inferior. 

- Un retrocés en la distribució de masses d’un cultiu en fase exponencial 

reflecteix l’acabament del nutrient i l’entrada a la fase estacionària. 

- Per tant, qualsevol variació significativa en la distribució de masses d’un 

cultiu reflecteix un procés d’adaptació dels individus a unes noves condicions 
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(nou medi en el cas de la latència, o exhauriment del nutrient en el cas de la 

transició cap a l’estacionària). 

Aquest tipus d’informació es pot treure parcialment de l’observació de l’evolució de 

la biomassa total o de la massa mitjana. També s’ha vist que una evolució més 

ràpida o més lenta reflecteix una adaptació més ràpida o més lenta dels bacteris al 

cultiu. 

L’evolució de la velocitat de creixement és també una bona variable per distingir les 

diverses fases del creixement. Això ha permès establir dues sub-fases en la fase de 

latència: la inicial i la de transició. 

- En la fase inicial la velocitat de creixement és negativa o nul·la. En la de 

transició la velocitat de creixement és positiva i té la derivada també positiva; 

augmenta fins que assoleix el valor característic de la fase exponencial. 

- En la fase exponencial la velocitat de creixement assoleix un valor màxim i 

estable (la seva derivada és nul·la) 

- En entrar a la fase estacionària la velocitat de creixement comença a 

disminuir.  

- S’ha vist que és útil distingir la velocitat de creixement de la biomassa total 

de la velocitat de creixement de la concentració de cèl·lules, ja que aporten 

informacions complementàries de l’evolució del cultiu. 

 
 
 
2. Distingir i analitzar diverses causes de la fase de latència. 

 
S’han distingit i estudiat separadament dues causes de la fase de latència: 

- En primer lloc la fase de latència deguda a una massa mitjana de l’inòcul 

diferent i normalment inferior a la característica de la fase exponencial, que 

és una causa difícilment eludible en qualsevol creixement. 

• En general, durant la fase de latència la població augmenta la seva 

massa mitjana (si era inferior a l’exponencial), i la distribució de 

masses evoluciona també cap a la característica.  

• S’observa mitjançant un desplaçament cap endavant en la distribució 

de masses durant la fase de latència que poc a poc es va estabilitzant 

en la característica de la fase exponencial.  

• Els principals resultats han estat validats experimentalment mitjançant 

experiments amb citometria de flux. 

- En segon lloc, s’ha estudiat la fase de latència deguda a una adaptació 

metabòlica. S’ha vist que una adaptació d’aquest tipus es reflecteix en un 

retrocés inicial en la distribució de masses i una disminució inicial de la 
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biomassa total, que posteriorment es recuperen i per evolucionar cap a la 

fase exponencial. 

Aquestes dues causes són sovint inseparables en el món experimental, però la 

simulació IbM ha permès estudiar-les per separat. 

 
 
 
3. Analitzar la relació de la durada de la fase de latència amb diverses variables. 

 
S’ha analitzat la relació de la fase de latència: 

- Amb la temperatura: un augment de la temperatura escurça la durada de la 

fase de latència, ja que augmenta la velocitat de creixement. 

- Amb la massa mitjana inicial: com més petita és la massa mitjana de 

l’inòcul en relació amb la massa mitjana característica de la fase exponencial, 

més llarga és la fase de latència. És un augment degut a que la distància 

entre les dues masses mitjanes (inicial i exponencial) és més gran, però no 

modifica la velocitat de creixement. 

- Amb l’energia de manteniment: un augment en aquesta energia es 

tradueix en una disminució en la velocitat de creixement i, per tant, un 

augment de la durada de la fase de latència. 

- Amb la grandària de l’inòcul: a les simulacions la grandària de l’inòcul no 

es tradueix en variacions en la fase de latència. No obstant, un augment en la 

grandària de l’inòcul sí que es reflecteix en una disminució en el first division 

time i en el detection time. 

Aquests resultats són totalment coherents amb la informació experimental existent. 

 
 
 
4. Estudiar la relació entre la fase de latència dels individus i la de la població. 

 
En aquest punt la simulació INDISIM ha demostrat ser especialment útil, ja que 

permet el control individualitzat de tots els bacteris de l’inòcul. S’ha obtingut el 

mateix resultat que altres publicacions experimentals, on es constata que la fase de 

latència de la població és més petita que la mitjana de les fases de latència 

individuals, prenent com a latència individual el temps de primera divisió de cada 

bacteri de l’inòcul. 
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5. Analitzar el comportament temporal del sistema durant la fase de latència. 

 
- S’ha analitzat el comportament temporal del sistema durant la fase de 

latència, distingint una fase inicial d’una de transició.  

- S’ha proposat un model matemàtic que descriu aquesta transició en cultius on 

no hi ha sincronisme inicial, prenent com a variable la velocitat de creixement 

en la concentració de cèl·lules.  

- Aquest model matemàtic ha estat validat mitjançant simulacions INDISIM, i 

ha resultat molt útil per proposar la distinció de dues sub-fases esmentades: 

fase inicial (temps fins a la primera divisió) i fase de transició (entre la 

primera divisió i la fase plenament exponencial).  

 
 
 
6. A partir dels objectius anteriors, fer una revisió crítica del concepte de fase de 

latència. 

S’ha revisat el concepte de fase de latència i s’han trobat els seus punts febles: 

- A nivell teòric no està clar si el temps de latència és el que hi ha abans de la 

primera divisió (t1), o bé el que hi ha abans que el creixement sigui 

plenament exponencial (t2). 

- En el primer cas, cal incorporar una fase de transició entre l’acabament de la 

fase de latència i l’inici de la fase exponencial. 

- Segons el nostre punt de vista és més apropiat que la fase de latència englobi 

la fase inicial (absència de duplicacions) i la de transició (on la velocitat de 

creixement augmenta fins a assolir el valor màxim). 

El paràmetre de latència l dóna un valor a un temps intermig entre els dos 

mencionats. Tot i que és útil per a l’anàlisi de resultats experimentals o per la 

comparació de diferents models, no pot ser utilitzat com a definició universal de 

fase de latència: 

- El seu valor és diferent per un mateix cultiu si treballem amb un mètode que 

distingeix viables de no viables o amb un mètode que fa un comptatge global. 

- En els casos on hi ha un fort sincronisme inicial (inòcul de pocs individus), el 

temps de latència pot ser inferior al temps de primera divisió, el que no és 

coherent amb cap de les dues interpretacions teòriques mencionades. 
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B) Metodològics 

 
 
1. Millorar INDISIM per abordar l’estudi de la fase de latència: 

a. incorporar al model les adaptacions necessàries; 

b. implementar-les al programa de simulació; 

c. incorporar al programa de simulació els càlculs específics necessaris, així 

com les sortides adequades per a l’estudi de la fase de latència. 

 
- S’ha ampliat el model de bacteri genèric d’INDISIM incorporant-hi el model 

d’enzim que permet l’estudi de l’adaptació metabòlica a un canvi de nutrient. 

- Aquest model ha estat implementat al programa i validat.  

- S’han incorporat, bàsicament, el càlcul de la fase de latència segons la 

definició geomètrica i el càlcul de la velocitat màxima de creixement, així com 

també el càlcul de la velocitat instantània de creixement.  

- S’ha incorporat al programa el càlcul de les distàncies per a l’anàlisi de 

l’evolució de la distribució de masses. 

 
 
 
2. Verificar la idoneïtat dels IbM i, en concret, d’INDISIM per a l’estudi de processos 

transitoris en el creixement bacterià. 

 
S’ha demostrat la utilitat d’INDISIM per abordar l’estudi d’una fase de transició com 

és la fase de latència. Els punts forts han demostrat ser: 

- Permet aïllar les causes i estudiar-les per separat, el que no sempre és 

possible en els sistemes reals. 

- INDISIM resulta especialment útil quan s’estudien sistemes amb pocs 

individus, que són casos amb una dificultat experimental clara i on els 

mètodes continus es troben amb dificultats degut a l’efecte de la diversitat. 

 
 
 
3. Desenvolupar eines matemàtiques que permetin l’anàlisi dinàmica dels processos 

de transició. 

 
S’han desenvolupat les distàncies, que permeten observar i quantificar l’evolució de 

la distribució de masses del cultiu:  

- Aquesta eina ha resultat efectiva tant en les simulacions com en l’anàlisi de 

les dades experimentals.  

- La product distance permet identificar les diverses fases del cultiu, així com 
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distingir les condicions de cultiu balancejat pel que fa a la distribució de 

masses.  

- A més, és una mesura de la velocitat d’adaptació de les cèl·lules de l’inòcul al 

nou medi.  

- Els experiments de citometria han demostrat que, tal com s’havia avançat en 

les simulacions anteriors, durant la fase de latència hi ha una caiguda lineal 

de la product distance. 

 
 
 

4. Desenvolupar mètodes que permetin abordar l’estimació de paràmetres en IbMs. 

 
S’ha avançat en els mètodes per optimitzar la parametrització d’un programa de 

simulació IbM com INDISIM a partir de l’ajust de les sortides del programa a unes 

dades experimental. S’han analitzat tres mètodes:  

- la grid search clàssica, que pot ser temporalment molt costosa; 

- el Nelder-Mead Threshold Accepting, que millora el temps de càlcul i 

simulació necessari però que amb diversos paràmetres encara resulta llarg; 

- el mètode NEWUOA, que és el que ha donat millors resultats en quan a cost 

de temps per obtenir un resultat amb un nivell de precisió satisfactori. 

Aquest estudi s’ha realitzat en col·laboració amb el grup de recerca del BioTeC 

(Katholieke Universiteit Leuven) i en paral·lel amb l’optimització de BacSim. Els 

resultats obtinguts per INDISIM i per BacSim han estat equivalents, el que és un 

indicador també de la validesa tant de l’un com de l’altre com a simuladors IbM. 

 
 
 
5. Estudiar l’aplicabilitat de les millores fetes a INDISIM així com dels mètodes 

matemàtics desenvolupats per a l’estudi d’altres sistemes més complexos. 

 
S’han utilitzat alguns dels mètodes desenvolupats, així com l’experiència adquirida, 

en l’estudi de dos sistemes: 

- Modelització i simulació IbM per estudiar cultius in vitro de glòbuls vermells 

infectats amb Plasmodium falciparum (paràsit de la malària). 

- Modelització i simulació IbM del procés de compostatge. 

Aquests treballs de recerca s’han fet conjuntament amb altres membres del grup 

que treballen específicament en aquests àmbits (Dra. Gras, Dra. Ginovart, Dr. Valls 

i Jordi Ferrer). 
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C) Experimentals 
 
 
1. Seleccionar els mètodes experimentals adequats per mesurar l’evolució de la 

distribució de masses d’un cultiu al llarg del creixement. 

 
S’ha treballat amb dos mètodes experimentals que permeten mesurar la distribució 

de grandàries de la mostra d’un cultiu: un citòmetre de flux i un multisizer, amb els 

quals s’han fet una sèrie d’experiments de creixement d’E coli a 20ºC i a 35ºC:  

- Aquests experiments permeten mesurar i estudiar de forma dinàmica una de 

les variables que ha estat vital en el treball d’aquesta tesi: la distribució de 

masses. 

- El multisizer fa mesures molt ràpides de la concentració, però té un límit 

inferior en 0,7 micres, el que deixava fora de la mesura una part important 

de la població. 

- El citòmetre de flux permet obtenir un gran nombre de mesures de 

distribucions de forward scatter, de manera que es poden estudiar aquestes 

distribucions de manera dinàmica al llarg del creixement del cultiu.  

 
 
 
2. Adaptar els protocols experimentals de treball per poder obtenir les mesures 

necessàries. 

 
- Per tal d’assegurar una fase de latència inicial, s’ha treballat amb cultius de 

pre-inoculació en fase estacionària (entre 12 i 18 hores en els experiments a 

35ºC, i fins a 7 dies en els experiments a 20ºC). 

- És necessari prendre mesures a intervals curts durant les primeres hores 

després de la inoculació per tal de garantir l’obtenció de mesures del cultiu en 

fase de latència. 

- També és imprescindible filtrar el medi de cultiu (0.2 micres) per evitar 

mesures errònies. 

 
 
 
3. Analitzar els resultats experimentals, desenvolupant els mètodes matemàtics 

adequats per fer-ho. 

 
- S’ha adaptat el concepte de distàncies definit per les simulacions com a eina 

matemàtica per analitzar els resultats experimentals, mostrant ser una eina 

molt útil per aquesta finalitat. 
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- S’han representat gràficament les distribucions obtingudes en diverses 

mesures al llarg del temps per tal d’observar els desplaçaments o estabilitat 

de les mateixes que caracteritzen les diverses fases. 

- S’han estudiat l’evolució del diàmetre mitjà i de la product distance per 

distingir les diverses fases del creixement (latència, exponencial i 

estacionària). 

 
 
 
4. Interpretar els resultats obtinguts per validar els resultats obtinguts per 

simulació. 

 
S’han validat diversos resultats de les simulacions anteriors: 

- S’ha comprovat l’evolució de la distribució de masses al llarg de les diverses 

fases del cultiu: desplaçament endavant durant la de latència, estabilitat 

durant l’exponencial, i retrocés a l’inici de l’estacionària. 

- S’ha comprovat que la caiguda inicial de la product distance és lineal. 

- S’ha comprovat que la fase de latència a 35ºC és clarament més curta que a 

20ºC. 

- Per tant, i donat que aquests resultats no són trivials ni casuals, s’ha validat 

el mètode INDISIM per a l’estudi de la fase de latència. 

 
 

Conclusions generals 

 
En aquesta tesi s’ha avançat en la comprensió de la fase de latència dels 

cultius bacterians des de diverses perspectives. Podem destacar tres conclusions 

que recullen els principals resultats obtinguts en aquest treball, i que responen als 

tres grans objectius plantejats: 

A) S’ha avançat en la comprensió dels fenòmens intrínsecs a la fase de 

latència. S’ha vist que la fase de latència ha de ser estudiada com un 

procés dinàmic, i no definida per un paràmetre. L’estudi de l’evolució de 

variables com la distribució de propietats entre la població (per exemple, la 

distribució de masses) o la velocitat de creixement (sigui de la densitat 

cel·lular o de la biomassa total) permeten distingir dues etapes en la fase 

de latència (inicial i de transició) i aprofundir en la comprensió del que 

passa a nivell cel·lular. 

B) S’ha desenvolupat i millorat INDISIM per estudiar la fase de latència. S’ha 

comprovat que és una metodologia molt útil: permet estudiar les causes de 

la fase de latència de forma separada, i abordar l’estudi del comportament 
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del cultiu des d’una perspectiva mesoscòpica. Les eines desenvolupades 

poden ser fàcilment aplicables a altres àmbits on s’utilitza INDISIM per 

estudiar processos transitoris. 

C) S’han pogut observar experimentalment diversos resultats previstos per les 

simulacions. La coincidència entre simulacions i experiments no és trivial ni 

casual: el sistema estudiat és un sistema complex, i per tant la 

coincidència del comportament al llarg del temps de diversos paràmetres 

interrelacionats és un aval a la metodologia emprada en les simulacions. 

Per tant, podem afirmar que s’ha verificat experimentalment la bondat de 

la metodologia INDISIM. 
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