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Resumo

O objectivo principal deste trabalho é o desenvolvimento de uma técnica de andlise de
imagem que permita a determinacao da concentracao celular e da concentracdao de PHB em
amostras retiradas de fermentacdes experimentais para producao de PHB com culturas puras

de E.coli recombinante.

Foram estudados varios métodos de conservacdo das células e, também, a sua
influéncia na qualidade das imagens obtidas. O método de conservacdo que apresentou

melhores resultados foi a fixagdo das amostras com 5% final de formaldeido.

Determinou-se ainda que uma concentragdo de DAPI de 10 ug/ml era adequada para
obter imagens com boa qualidade e desenvolveu-se com sucesso um método de double-
staining com DAPI e Azul de Nilo para determinar a concentra¢do de biopolimero através de

analise de imagem sem ser necessdario recorrer a pares de amostras.

Foi desenvolvido um método de analise de imagem baseado na aplicacdo CellC, escrita
em linguagem MatLab, para determinar a concentracdo celular e a concentragdo volumétrica
de biopolimero através de andlise de imagem, sendo monitorizadas cinco fermentagGes para

desenvolver e testar o método.

Determinou-se ainda que ndo existe uma relagdo linear entre o nimero de diluigdes
prévias a fazer as amostras, de forma a obter um nimero razoavel de células por campo, e os
valores de densidade optica a 600,, e de peso seco, sendo que, no entanto, para
determinadas gamas destes valores se observou uma relagao logaritmica. A relacdo observada

foi utilizada em experiéncias posteriores e permitiu uma diluicdo adequada das amostras.

Verificou-se que para a determinagdo da concentragdo celular através de andlise de
imagem, a evoluc¢do da concentragdo celular ao longo do tempo foi semelhante aos resultados

obtidos através de medidas de densidade dptica a 600, € pesos secos.

Os resultados obtidos para a concentracdo de PHB apds andlise de imagem
comportaram-se de forma semelhante aos obtidos através de cromatografia gasosa,
demonstrando que o método desenvolvido pode ser utilizado para quantificacdo volumétrica

do biopolimero.

Em suma, neste trabalho desenvolveu-se com sucesso uma técnica de analise de
imagem que permite determinar as concentragdes celular e volumétrica de biopolimero, tendo

em vista os propdsitos inicialmente estabelecidos.






Abstract

The main objective of this work is the development of an image analysis technique with
the purpose of measuring the cellular concentration and the concentration of PHB in samples
of experimental fermentations aimed to PHB production, with pure cultures of recombinant E.

coli.

Several methods of conservation of the cells and also their influence in the quality of the
obtained images were studied. The method of conservation that presented better results was

the fixation of the samples with 5% final of formaldehyde.

It was determined that a concentration of 10 ug/ml of DAPI was adequate for obtain
images with good quality and it was also successfully developed an approach of double-
staining with DAPI and Nile Blue in order to determinate the concentration of biopolymer

through image analysis without the need of sample pairs.

It was developed an image analysis approach with the application CellC, written in
language Matlab, for the determination of the cellular and biopolymer concentrations and the
concentration of biopolymer. Five fermentations were monitored in order to develop and test

the method.

It was determined that it does not exists a linear relation between the number of
needed dilutions of the samples, in order to achieve a reasonable number of cells per
microscopic field, with the values of optical density at 600,,, and of dry weight. However, for
determined ranges of these values it was observed a logarithmic relation. This relation was

used in later experiments and resulted in the adequate dilution of the samples.

It was verified for the determination of the cellular concentration through image
analysis, that the evolution of the cellular concentration along the time was similar to the

results obtained by measures of optical density at 600,,, and dry weights.

The results obtained for the concentration of PHB after image analysis behaved similarly
with those obtained through gas chromatography, showing that the approach developed can

be utilized for volumetric biopolymer quantification.

In sum, in this work it was successfully developed an image analysis technique to
determinate the cellular and volumetric biopolymer concentrations, having in mind the

purposes initially established.






Nomenclatura

cow
[Cel]
DOsoonm

n

[PHB]
%PHB (p/p)

%PHB (v/v)

Peso seco (g/l) (do inglés Cell Dry Weight)
Concentracdo celular (n.2 cel/ml)

Densidade Optica a 600nm

Numero de células por campo de observacédo
Concentracdo de PHB (g/I)

Percentagem massica de PHB

Percentagem volumétrica de PHB
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Abreviaturas

ASCII
bmp

ccD

CMYK

csv

DAPI
DNA

FISH

GC

gif

HSI/V
Jpa/jpeg

PBS

PHA’s
PHB’s/P(3HB)
rRNA

RGB

Rpm

Tiff

do ingles American Standard Code for Information Interchange
Formato de imagem Windows Bitmap

Camara de video analdgica monocromatica (do inglés Charged-
Coupled Device)

do inglés Cyan, Magenta, Yellow and Key (Black)

Ficheiro de valores separados por virgulas (do inglés Comma-
Separated Values)

do inglés 4’-6-Diamidino-2-phenylindole

Acido Desoxirribonucleico (do inglés Desoxirribonucleic Acid)
Fluorescent in situ Hybridization

do inglés Gas Chromatography

Formato de imagem CompuServe Bitmap

do inglés Hue, Saturation and Intensity/Value

Formato de imagem Joint Photographic Experts Group
Tampao fosfato (do inglés Phosphate Buffer Saline)
Polihidroxialcanoatos

Polihidroxibutiratos

Acido ribonucleico ribossomal (do inglés ribossomal ribonucleic acid)
do inglés Red, Green and Blue

Rotagdes por minuto

Formato de imagem Tagged Image File Format
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1. Introducao geral
1.1. Relevancia do estudo e objectivos

Este trabalho surge devido a necessidade de desenvolver um método alternativo, rapido
e eficaz para determinar a concentracdao celular e, principalmente, a concentracdao de
biopolimero intracelular em amostras de culturas bacterianas desenvolvidas com o intuito de

produzirem biopolimero.

Actualmente, existem diversos métodos para acompanhar a acumulagdo em
microrganismos de polihidroxialcanoatos (PHA’s), a familia de biopolimeros em questdo neste
trabalho, sendo que se podem destacar a analise através de cromatografia gasosa (Braunegg
et al., 1978; Comeau et al., 1988), o método do hipoclorito e a utilizacdo de espectroscopia de
infravermelho (Wendlandt et al., 2005). No entanto, estes ultimos dois métodos, apesar de
rapidos e permitirem bons resultados, dependem de uma calibragdo prévia feita através de
cromatografia gasosa. Dado que a andlise das amostras por este método envolve algum gasto
de tempo e material e que, por vezes, é necessario esperar para utilizar os equipamentos que
permitem essa analise, faz sentido procurar e desenvolver métodos alternativos que permitam

efectuar a andlise de forma mais rapida e simples (Wendlandt et al., 2005).

A analise de imagem tem sido aplicada ao nivel da quantificacdo e caracterizacdo de
células ha ja algum tempo. Uma das primeiras referéncias que aparece na literatura é o
trabalho de (Hobbie et al., 1977), em que, pela primeira vez, sdo utilizados filtros Nuclepore
para reter as células coradas com Alaranjado de Acridina. Algum tempo depois surge um dos
trabalhos pioneiros na utilizacdo de DAPI (4’-6-Diamidino-2-phenylindole) para corar células
(Porter and Feig, 1980), de forma a permitir a sua identificacdo e a sua contabilizacdo. E ainda
nesta altura que surgem também trabalhos que procuram analisar e validar estatisticamente
os métodos de contabilizagdo de células através de andlise de imagem (Kirchman et al., 1982).
Ainda na década de 80, aplicam-se pela primeira vez este tipo de técnicas na investigagdo de
contaminagdo de alimentos por microrganismos (Pettipher and Rodrigues, 1982), surgem os
primeiros estudos acerca da caracterizacdo das células através de analise de imagem (Bratbak,
1985), e surgem também os primeiros trabalhos que envolvem o processamento digital das
imagens obtidas (Bjornsen, 1986; Sieracki et al., 1985). Apds esta era de inovagbes, nos anos
seguintes os trabalhos incidiram principalmente na tentativa de desenvolver algoritmos mais
potentes para o processamento de imagens aproveitando o aumento significativo da

capacidade dos computadores, e também a diminuicdo dos seus custos (Bloem et al., 1995;



Sieracki et al., 1989a; Sieracki et al., 1989b). O aproveitamento dessas novas capacidades de
processamento permitiu que a analise de imagem fosse utilizada de forma mais aprofundada,
e em mais areas, como por exemplo, na analise fisioldgica de populagdes de microrganismos
(Pons et al., 1998), ou na caracterizacdo de lamas activadas (da Motta et al., 2001). Entretanto
com o aparecimento de técnicas de FISH (Fluorescent In Situ Hibridization) tornou-se possivel
analisar populagGes especificas de um conjunto de populagdes presente num determinado

meio a estudar (Daims et al., 2001; Hug et al., 2005).

No que diz respeito a contabilizacdo do conteudo celular em biopolimeros
intracelulares, as técnicas de analise de imagem ndo tiveram um grande desenvolvimento. No
caso especifico dos polihidroxialcanoatos, a andlise de imagem foi principalmente utilizada
para identificar populagdes acumuladoras de biopolimero (Onda et al.,, 2002; Oshiki et al.,
2008), e também para estudar o processo de formacdo dos granulos de biopolimero
(Hermawan and Jendrossek, 2007) . Os trabalhos de determinac¢do dos conteidos em polimero
por meios alternativos a cromatografia gasosa focaram-se, principalmente, em técnicas
envolvendo citometria de fluxo e espectrofluorometria (Degelau et al., 1995; Gorenflo et al.,
1999; Kacmar et al., 2006), utilizando o corante Azul de Nilo como marcador fluorescente do

biopolimero.

Desta forma, o objectivo principal deste trabalho é o desenvolvimento de uma técnica
de analise de imagem que permita a determinagao da concentracgdo celular e da concentragdo
de PHB’s em amostras retiradas de fermentagGes experimentais para producao de PHB’s com

culturas puras de E.coli recombinante e, também a caracteriza¢do volumétrica das células.

Para atingir este objectivo é necessario cumprir uma série de etapas intermédias
imprescindiveis. A primeira dessas etapas é o estudo da viabilidade das estratégias de
conservacdo e fixacdo das células. De seguida é necessario determinar qual a melhor
abordagem em termos praticos no que diz respeito a preparagdao das amostras para analise ao
microscopio. Nesta etapa, serdao estudadas formas de recolher e imobilizar as células para a
posterior observagdo, serdo determinadas as condigdes necessarias para um coloragdo eficaz
por parte dos corantes a utilizar e as diluicdes necessarias para obter imagens com um nimero
adequado de células. Apds estas etapas, passou-se efectivamente para a parte de andlise de

imagem onde foram testadas diversas solugdes para chegar aos resultados pretendidos.



1.2. Biopolimeros como substitutos dos polimeros sintéticos -

Polihidroxialcanoatos

Os plasticos, nas suas diversas formas, foram uma das maiores invenc¢des da
Humanidade, ndo s6 devido as suas propriedades que permitem, por exemplo, a coexisténcia
de leveza, resisténcia e impermeabilidade no mesmo objecto, mas também porque tém hoje
em dia uma importancia inegdvel e decisiva no estilo de vida das pessoas. No entanto, os
pldsticos sintéticos ndo sdo degraddveis nem compativeis com o ciclo biogeoquimico natural
dos elementos. Estes problemas, aliados a emissdo de compostos tdxicos aquando da
incineracdo destes produtos, fazem com que surja a necessidade de os substituir por
alternativas vidveis do ponto de vista ambiental e econémico (Pandey, 2004). A utilizacdo de
polimeros que se degradam depois de usados é a melhor op¢do para combater estes
problemas. Juntamente com a fotdlise, a biodegradacdo é uma das principais formas através
das quais os polimeros se podem decompor. A biodegradabilidade é definida como a
capacidade que um composto tem em se decompor, principalmente em produtos indcuos,
pela ac¢do de organismos vivos, tais como microrganismos. Neste campo, as bactérias e os
fungos sdo os principais intervenientes nos processos de biodegradacdo existentes no mundo
natural. A decomposicao desses materiais permite-lhes obter precursores para componentes
celulares e a energia para os processos internos que a exigem. Desta forma, pode-se dizer que
a biodegradag¢do ndo é mais que catabolismo. Com a excep¢do dos recifes de coral e estruturas
semelhantes, as entidades bioldgicas destroem rapidamente aquilo que produzem. Assim,
produtos biodegraddveis sdo, geralmente, produtos sintetizados por entidades bioldgicas.
Alguns polimeros sintéticos podem ser microbiologicamente degradados, no entanto esse
processo é normalmente muito lento, e a maioria possui composi¢des quimicas resistentes a
ataques enzimaticos. Isto ja ndo acontece com os polimeros de origem bioldgica, muitos dos

guais tém propriedades as dos polimeros sintéticos (Braunegg et al., 1998).

Um tipo muito importante de polimeros produzidos biologicamente e biodegradaveis
sdo os polihidroxialcanoatos (Braunegg et al., 1998). Trata-se de uma familia de poliésteres
alifaticos produzidos por microrganismos, e que sdo completamente biodegradaveis. Estes
polimeros oferecem uma gama vasta de propriedades fisicas que vao desde produtos duros e
quebradicos, até elastomeros. Um dos atractivos dos PHA’s é o facto de poderem ser
produzidos a partir de fontes de carbono renovaveis, tais como agucares e éleos vegetais (Platt
and Rapra Technology Limited., 2006). Existe ainda a possibilidade de serem produzidos com

residuos provenientes de actividades agricolas e industriais (Braunegg et al., 1998), tais como



soro de leite e melagos (Platt and Rapra Technology Limited., 2006). A fonte de carbono
disponivel é um dos factores que determina o tipo de PHA produzido, e tem um peso
significativo no custo final do produto. Desta foram, a fonte de carbono é um dos
componentes mais importantes na producdo de PHA e a principal variavel passivel de ser
manipulada tendo em vista redu¢do dos custos de producgdo. Os PHA's sdo essencialmente

compostos por monémeros de acido R-(-)-3-hidroxialcandicos (Figura 1.1).
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Figura 1.1 - Férmula geral dos PHA's (Braunegg et al., 1998)

Existem diferentes tipos de PHA’s, que se distinguem pelo tamanho da cadeia, tipo de

grupo funcional e pelo grau de ligagdes insaturadas.

O poli-3-hidroxibutirato (PHB ou P(3HB)) é tipo mais comum de PHA produzido e é um
exemplo de um homopolimero de cadeia curta. As propriedades fisicas deste homopolimero
ndo permitem que tenha um valor comercial assinalavel, dado que é rigido, quebradico e de
dificil processamento. Desta forma, o interesse esta orientado para a pesquisa e producdo de
heteropolimeros cujas caracteristicas permitam aplicacdes comerciais mais vastas, dos quais
se pode destacar o P(3HB-co-3HV) em que sdo incorporadas unidades de acido 3-
hidroxivalérico (3HV) e outros acidos em menores quantidades (Braunegg et al., 1998; Platt
and Rapra Technology Limited., 2006). Além de ser completamente biodegradavel, o PHB é um
polimero biocompativel, sendo que se trata de um metabolito normalmente presente no

sangue (Platt and Rapra Technology Limited., 2006).

O PHB é sintetizado biologicamente, e as bactérias sdo o meio mais comum para a sua
producdo. A biossintese e a acumulacdo de polimero sdo despoletadas quando as células sdo
sujeitas a uma pressao externa, como por exemplo, a falta de azoto ou oxigénio. Nestas
condicbes, as células preparam-se para enfrentar as adversidades sintetizando PHB como
fonte de carbono e reserva. De forma a optimizar a produgdo destes polimeros, usou-se a
engenharia genética para criar micrébios recombinantes (Pandey, 2004). Um dos organismos
mais estudados nesse sentido é a Escherichia coli recombinante, que é considerada um dos
principais candidatos para a produgdo industrial de PHB, devido, principalmente, a sua elevada

capacidade para acumular PHB (Tyo et al., 2006). Esses estudos tém tido em especial atengdo a
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utilizacdo de diferentes fontes de carbono (Braunegg et al., 1998; Fonseca and Antonio, 2006;
Fonseca et al.,, 2008; Lee et al., 1997; Nikel et al., 2006; Pisco et al., 2009), o tipo de
alimentacdo do bioreactor e as condi¢des de producdo (Ahn et al., 2001; Braunegg et al., 1998;

Lemos et al., 2006; Park et al., 2002; Serafim et al., 2008; Wong and Lee, 1998).

1.3. Microscopia de fluorescéncia

Actualmente o termo microscopia engloba uma area tecnoldgica consideravel e diversa,
embora exista um ponto em comum, observar aquilo que de outro modo ndo seria possivel.
Inserida nessa area tecnoldgica esta a microscopia de fluorescéncia, que é uma técnica com

vasta utilizacdo quer ao nivel de investigacdo como a nivel clinico (Harris et al., 2005).

Este tipo de microscopia baseia-se no fenédmeno da fluorescéncia. Este fendmeno ocorre
qguando um atomo ou molécula, quando atingido por um quantum de radiacdo, sofre uma
mudanca na disposi¢do dos electrées que rodeiam o nucleo. O electrdo, ou electres, em
guestdo passa para um estado de maior energia e ao regressar a um estado de menor energia
liberta energia sob a forma de calor e radiagdo. Como se produz calor, a radiagdo emitida é
energeticamente mais fraca que a absorvida, tendo também, por isso, um comprimento de
onda maior. Assim, quando uma radia¢dao de comprimento de onda menor é direccionada para
um corante com um fluorocrémo, este ira emitir radiagdo de um comprimento de onda maior
e calor. Ao se bloquear a saida da radia¢do de excita¢do, a radiagao emitida pelo fluorocrémo é
isolada e detectada por nds no microscopio. Desta forma, é necessdria a utilizagdo de um
sistema de iluminagdao que produza radiacdao de comprimentos de onda menores e de um
sistema de deteccdo que detecte apenas os comprimentos onda maiores que sdao produzidos.
Geralmente o sistema de iluminagdo consiste em lampadas de mercurio ou xénon. Para além
desses dois sistemas é ainda necessaria a existéncia de um filtro de excitacdo e de um filtro
barreira. O filtro de excitacdo, ou filtro primario, transmite apenas radiacdo de menor
comprimento de onda, ou seja, a radiagcdo de excitacdo, enquanto que o filtro barreira, ou
secunddrio, vai transmitir apenas a radiacdo de maior comprimento de onda, ou seja, a
radiacdo de emissdao. De forma a obter o melhor contraste possivel, com objectos brilhantes
devido & fluorescéncia e um fundo negro, é usual usarem-se condensadores de campo escuro

(Harris et al., 2005).

Actualmente a maioria dos microscopios de fluorescéncia usam fluorescéncia

epifluorescente. Nestes microscopios, a objectiva também funciona como condensador



transportando o feixe de excitacdo e também o feixe emitido. A parte do microscépio dedicada
aos filtros inclui o filtro de excitagdo, o filtro barreira e um separador de feixes (Figura

1.2)(Harris et al., 2005).
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Figura 1.2 - Esquema do funcionamento de um microscopio de epifluorescéncia (adaptado de Harris

(Harris et al., 2005)).

A microscopia de fluorescéncia permite obter imagens que, apds processamento e
anadlise, tornam possivel conhecer diversas propriedades das células, tais como o seu numero,
volume e caracteristicas morfoldgicas (Daims and Wagner, 2007). Esta técnica comegou por
ser utilizada principalmente em estudos de ecologia marinha (Bjornsen, 1986; Porter and Feig,
1980), e em estudos relativos a contaminagdo de alimentos (Hermida et al., 2000; Rapposch et
al., 2000). Entretanto, nos ultimos anos surgiram alguns trabalhos em que se usou esta técnica

para quantificacdo celular em bioreactores (Mesa et al., 2003; Solera et al., 2001).

A biomassa microbiana total numa amostra pode ser facilmente marcada usando um
corante fluorescente genérico, que ndo seja especifico para determinado organismo. Como
exemplos desses corantes podem-se destacar o DAPI (4’-6-Diamidino-2-phenylindole), o
alaranjado de Acridina e o SYBR Green (Daims and Wagner, 2007; Kepner and Pratt, 1994). O
corante DAP/ é um dos corantes genéricos mais usados. E um corante especifico de DNA e tem
um maximo de absorc¢do de radiacdo proximo dos 360 nm e, quando ligado ao DNA tem um
valor maximo de emissdo proximo dos 460 nm (Ross et al., 1996). Quando ndo esta ligado ou
se liga a material que ndo o DNA, pode fluorescer com radiacdo amarela. Embora possa
também ligar-se a grupos polifosfatos, o DAPI liga-se mais facilmente a sequéncias de DNA
ricas em ligacGes A-T, com um valor minimo para ligacdo de trés pares A-T seguidos na cadeia

de DNA (Kepner and Pratt, 1994).



Quando existe a necessidade de diferenciar populagGes especificas de entre um
conjunto existente numa amostra, é necessario recorrer a técnicas que utilizem marcadores de
elevada especificidade molecular. O método mais utilizado nestes casos é o método de
“fluorescent in situ hybridization” (FISH) (Daims and Wagner, 2007). Neste método sdo usadas
sondas de oligonucledtidos complementares de cadeias 16S ou 23S de rRNA (acido
ribonucleico ribossomal) especificas de certos grupos filogenéticos, e que sdo visiveis
utilizando microscopia de fluorescéncia (Delong et al., 1989). Dependendo do grau de
conservacdo da sequéncia na sonda, relativamente ao rRNA alvo, o método FISH pode detectar
desde espécies microbianas individualmente, ou detectar grupos filogenéticos maiores, tais

como um género ou um filo (Amann et al., 1995).

Para além de ser possivel detectar, quantificar e caracterizar células de uma forma geral,
e populagdes especificas, € ainda possivel, através da microscopia de fluorescéncia em
conjunto com outros corantes fluorescentes, detectar organelos e inclusdes intracelulares

(Celis, 2006).

O Azul de Nilo A enquadra-se nesta gama de corantes. O Azul de Nilo A é uma oxazina
basica que se converte por oxidagdo espontanea na oxazona fluorescente Vermelho de Nilo,
quando em solugdo aquosa, sendo que se suspeita que é este ultimo corante que é
efectivamente responsavel pela coloragdo dos granulos de PHA. O Azul de Nilo A e o Vermelho
de Azul de Nilo foram testados de forma positiva na colora¢do de bactérias acumuladoras de
polihidroxialcanoatos, tais como a Bacillus megaterium e a Azotobacter chroococcum. Desta
forma é possivel observar a acumulacdo de PHA através de microscopia de fluorescéncia (Ostle
and Holt, 1982). Os valores maximos de absorcdo e emissdo do Azul de Nilo/Vermelho de Nilo
quando ligados a lipidos sdo dependentes da hidrofobicidade do meio, sendo que o valor
maximo de excitagdo se encontra no intervalo 500 — 600 nm e valor maximo de emissdo no

intervalo 600 — 660 nm (Betscheider and Jose, 2009; Mason, 1999).

E muito importante ter em conta no planeamento de experiéncias deste dambito os
componentes do microscépio, dado que é imprescindivel que o sistema de iluminagdo e o de
detecc¢do sejam adequados aos fluorocrémos dos corantes, assim como os filtros de excitagao
e barreira, sendo ainda indispensdvel a utilizacgdo de um dleo de imersao especifico para a

aplicacdo em causa (Madrid and Felice, 2005).



1.4. Analise de imagem - aquisicdo, processamento e analise de

imagem

A andlise de imagem ¢é, hoje em dia, uma ferramenta bastante utilizada em associacdo
com as técnicas de microscopia, dado que permite classificar e quantificar, de forma rotineira,
automatica e ndo subjectiva, os mais variados microrganismos. Nos ultimos anos, verificou-se
um aumento exponencial das capacidades dos computadores, bem como a diminui¢do do seu
preco, pelo que a analise de imagem se estabeleceu, aos poucos, como uma rotina em varias
aplicacbes de tecnologia celular. As aplicagdes mais comuns vao desde a enumeragao de
bactérias em alimentos sodlidos, microscopia in situ para monitorizacdo em linha de
fermentacgdes, andlise de texturas de coldnias, sequenciacdo do DNA, andlise de residuos de
podlvora, determinagdo da biomassa, etc.(Borin et al., 2007; Daims and Wagner, 2007; Pandolfi

et al., 2007; Vecht-Lifshitz and Ison, 1992).

O termo anadlise de imagem diz respeito, de uma maneira geral, ndo sé a andlise de
imagem propriamente dita, como também aos processos prévios de captura e tratamento da

imagem (Jahne, 2005; Russ, 2007).

Entre os métodos de aquisicdo de imagem mais utilizados incluem-se a cdamara de video
acoplada a microscépio, densitémetros de varrimento laser, microscopios electrénicos ou
mesmo por digitalizacdo de fotografias. A excepcdo deste Ultimo, as imagens s3o adquiridas

através de uma placa de aquisicdo de imagens instalada no computador.

A camara de video analdgica monocromatica CCD possui sensores que consistem num
elevado numero de elementos fotossensiveis. Estes, durante a fase de acumulagdo recebem
cargas eléctricas provenientes dos fotdes absorvidos, logo, proporcionais a iluminagdo. Estas
cargas sao entdo transportadas sequencialmente ao longo do chip de sensor a sensor e,

finalmente, transformadas em diferencas de voltagem a saida (Figura 1.3) (Jahne, 2005).
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Figura 1.3 - Funcionamento do transporte de informa¢do de um fotossensor de uma camera CCD

(retirado de Russ (Russ, 2007)).

Através da placa de aquisicdo de imagens, a informagdo analdgica, na forma de
diferencgas de voltagem é transformada em informacgdo digital em que cada pixel corresponde
a um espaco da imagem e possui um valor que corresponde a média desse espaco. O nimero
de cores que uma imagem contém depende directamente do numero de bits atribuido a cada
pixel na representacdo digital. Para imagens em escala de cinzentos (ainda as mais
vulgarmente utilizadas) é normal cada pixel ser representado por 8 bits (1 byte) a que
correspondem 256 tons de cinzento. Os formatos de ficheiros de gravacdo mais comuns sdo o
tiff (Tagged Image File Format), o bmp (Windows Bitmap), o gif (CompuServe Bitmap) e o jpg
(Joint Photographic Experts Group). Para imagens a cores os formatos mais utilizados sdo o
formato RGB (Red, Green e Blue), o CMYK (Cyan, Magenta, Yellow e blacK), ou o HSI/V (Hue,
Saturation e Intensity/Value). Assim, cada pixel necessita de 24 bits para conter a informacéo
necessaria a uma imagem a cores, sendo, no caso do formato RGB, 8 bits alocados ao canal de
vermelhos (Red), 8 bits ao canal de verdes (Green) e os outros 8 ao canal de azuis (Blue). Como
uma imagem normal (512x512 pixels) em formato de 24 bits (True Color) ocupa um razoavel
espaco em disco (cerca de 768 Kbytes) é conveniente guarda-la em formato comprimido como

por exemplo jpeg (Joint Photographers Expert Group).

Apds a aquisicdo, as imagens sdo processadas, geralmente, com o objectivo de chegar
até uma imagem bindria contendo apenas a informagdao que interessa ao investigador. O
primeiro passo do processamento de imagens é normalmente eliminar o ruido aleatdrio
adquirido durante a aquisicdo da imagem. Nesta etapa é comum utilizar um filtro em que cada

pixel é substituido pelo valor de uma operagao englobando os vizinhos do mesmo. Os filtros



mais comuns para este fim sdo os filtros de média, de mediana, adaptativo, o filtro wiener e os
filtros de baixas frequéncias, entre outros (Russ, 2007). No caso de existir ruido periddico, isto
é, que se propaga de um modo ndo aleatério em toda a imagem, este pode ser identificado
com recurso as transformadas de Fourier (Jahne, 2005; Russ, 2007) e retirado de seguida. O
processamento prossegue, usualmente, com um passo de realce do contraste, através de uma
normalizacdo, equalizagdo por histograma ou alterando a intensidade de visualizacdo através
da aplicacdo de uma funcdo logaritmica ou exponencial ao valor de cada pixel. Pode-se ainda
evidenciar os contornos dos objectos por aplicagdo de um filtro como o “Mexican hat”, o filtro
de Laplace, de Sobel, de Roberts, outros filtros de altas frequéncias ou operadores derivativos
de 12 ordem (Russ, 2007). Para a binarizagdo da imagem é necessdrio estabelecer um limite de
detec¢do de cor que distinga os objectos do fundo, processo conhecido como limiarizagao.
Este limite pode ser definido manualmente ou obtido automaticamente pelo calculo da média
ou da mediana da imagem, bem como através de outros parametros como o método da
determinacdo do limite de deteccdo de cor dptimo de Otsu (Otsu, 1979). As imagens podem
entdo ser binarizadas, o que origina a obtenc¢do dos objectos com valor 1 e do fundo com valor
0 (os objectos surgem em cor branca sobre um fundo preto). Por vezes é necessario melhorar
a imagem bindria de modo a resolver alguns problemas, nomeadamente: remocao de objectos
gue se encontrem parcialmente cortados pela fronteira da imagem, de modo a ndo falsear os
resultados obtidos; remocdo de sujidades, o que pode ser conseguido através de um filtro de
tamanho ou forma que apenas selecciona os objectos que interessam ao investigador;
separacdo de objectos contiguos através de operacGes booleanas (e, ou, etc), erosdes,
dilatagOes, esqueletonizacdo ou watershed, entre outras (Russ, 2007). A partir deste ponto do
processamento é que o termo analise de imagem, em sentido restrito, realmente se aplica.
Desta forma, as imagens sdo analisadas e calculados os parametros de interesse como por

exemplo o nimero de objectos, tamanho, volumes, entre muitos outros.

Neste sentido, existem hoje diversas ferramentas informaticas de processamento e
anadlise de imagem que permitem ao utilizador realizar as operacdes descritas. De entre essas
ferramentas podem-se destacar o daime - digital image analysis in microbial ecology, (Daims
et al., 2006), o ImagePro Plus 6.1 (Media Cibernetics, Inc.), o Image) (Abramoff et al., 2004) e o
CellC (Selinummi et al., 2005). Apds experimentar todas as aplicacGes referidas, neste trabalho
optou-se por utilizar a aplicagdo CellC, pois para além de ser gratuita e versatil, permite ainda

que se altere o seu cédigo de forma simples, caso necessario.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Fermentacoes e determinacao de peso seco, densidade oOptica e

concentrac¢ao de PHB

2.1.1. Fermentacgoes

Neste trabalho utilizou-se uma estirpe de Escherichia coli modificada com a inclusdo do
gene de sintese de P(3HB) da Cupriavidus necator no cromossoma da estirpe de E. coli (Pais,

Tese em Curso).

Retiraram-se amostras de 5 experiéncias diferentes, sendo as condi¢Ges de cada uma

delas apresentadas na Tabela 2.1 (Pais, Tese em Curso).

Tabela 2.1 - Condigbes das experiéncias de fermentagdo.

Experiéncia Meio Condigdes
Experiéncia em bioreactor (Figura 2.1).
Experiéncia 1 Meio R + Soro Pulsos com controlo de pH.

p0,>30% (agitagdo + ar enriquecido com O,).
Experiéncia em bioreactor.
Pulsos com controlo de pH.
p0, > 30 % (agitacdo + 0,).
pO, > 10 % quando DO = 60.
Experiéncia em bioreactor.
Pulsos com controlo de pH.
p0O, > 30 % (agitagdo + O,).
p0O, > 10 % quando DO = 60.

Experiéncia em Erlenmeyer a 372C.
Agitacao - 200 rpm.

Experiéncia 2 Meio R + Soro

Experiéncia 3 Meio R + Soro

Experiéncia 4 Meio R + Soro

Experiéncia em bioreactor.
Experiéncia 5 Meio R + Soro Alimentagdo continua (30 g/I/h).
p0, = 60% (agitacdo + O,)

Todas as experiéncias decorreram em condicGes estéreis e em todas as experiéncias
foram adicionados pulsos de solu¢do de soro concentrada de forma a manter a concentragdo
no reactor em 20g/| de soro, existindo também um controlo de pH através da adi¢do de

NH,OH, excepto na experiéncia 4.

O meio R é um meio mineral preparado a partir de soro de leite em pé. A preparacdo
comeca com a dissolugdo de 300 g de soro em pd num litro de agua destilada. De seguida é
removido o excesso de proteinas da solucdo de soro, ajustando o pH para 4.5 através da
adicdo de HCl 37% (w/v). Apds este passo, a solugdo é autoclavada durante 15 minutos a

121°C, removendo-se de seguida os agregados de proteinas através de uma centrifugacdo a
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11 000 g, durante 15 minutos numa garrafa esterilizada. Na fase final, o pH é ajustado para 6.5
com NaOH e os agregados mais pequenos sdo removidos com uma filtragdo num filtro de

papel Whatman n.2 3, em condigOes estéreis (Pais, Tese em Curso).

Figura 2.1 - Montagem experimental utilizada nas experiéncias 1, 2, 3 e 5 (Pais, Tese em Curso).

2.1.2. Amostragem

Ao longo do tempo de fermentacdo, foram retiradas amostras do caldo de fermentacgao
(15 ml) para posterior avaliagdo do crescimento celular, quantificagdo da produgdo de PHA e

andlise de imagem.

Uma porcdo da amostra retirada do fermentador (10 ml) foi utilizada para determinacdo
de densidade éptica a 600,,, e de pesos secos e para ser sujeita a analise de imagem, sendo a
restante centrifugada (10 000 rpm, durante 10 minutos), para separacdo do sobrenadante das

células (pellet).

O pellet obtido por centrifugacdo foi ressuspendido em NaCl 0.9% (w/v) e novamente
centrifugado (10 000 rpm, durante 10 minutos). O sobrenadante foi desprezado, sendo o

pellet liofilizado (Telstar, Cryodos) durante 24 horas, sob vacuo e a -50 2C e 0.071 mbar. O
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pellet liofilizado foi utilizado para a posterior determinacdo do conteido em PHA (Pais, Tese

em Curso).

2.1.3. Determinacio de peso seco e densidade 6ptica a 600 nm

Para seguir a evolucdo do crescimento microbiano utilizaram-se dois métodos, um
indirecto e outro directo. O primeiro baseou-se na relacdao entre a massa celular e a dispersao
da luz que atravessa a suspensdo. Esta relacdo foi obtida através da medicdo da densidade
Optica a 600 nm (DOgynm) das amostras brutas, medida no espectrofotémetro (Elios a,
ThermoSpectronic). O segundo método consistiu na determinagcdo do peso seco (CDW) das
amostras brutas por gravimetria: a amostra foi filtrada por vacuo num filtro de papel
previamente seco e tarado. O filtro com a amostra foi seco a 1002C e novamente pesado. A
diferenga de massa correspondeu ao peso seco (American Public Health Association. et al.,,
1989). O crescimento foi avaliado em termos de concentragdo de biomassa activa, esta foi
determinada subtraindo ao valor de concentragdo de peso seco o valor de concentragdo de

polihidroxibutirato (Pais, Tese em Curso).

2.1.4. Determinacdo de concentracdo de PHB

A determinacdo da concentracdo de polihidroxibutirato foi realizada através de
cromatografia gasosa, de acordo com o método proposto por Braunegg (Braunegg et al., 1978)
e Comeau (Comeau et al., 1988) com ligeiras modificagdes introduzidas por Satoh (Satoh,
1991). O método consiste na destruicdo das estruturas celulares, com hidrdlise das cadeias de

PHA e esterificagdo (metilagdo) dos mondmeros obtidos.

O pellet obtido apds centrifugacdo das amostras retiradas do reactor foi liofilizado e
ressuspendido em 1 ml de uma solucdo de metanol acidico (20 % H,SO,), contendo 0.50 mg/ml
de heptadecano (padrdo interno). Apds adicdo de 1 ml de cloroférmio, a mistura foi digerida
num termobloco, a 1002C, durante 3.5 horas. Apds arrefecimento, foram adicionados 0.5 ml
de 4gua desionizada, sendo a mistura agitada num vortex, para extrair os polimeros. Apds
separacdo das fases, a fase contendo cloroférmio foi recolhida para um recipiente contendo
peneiros moleculares (0.3 nm), para retencdo de alguma agua ainda presente nesta fase. A

fase de cloroférmio foi, entdo, analisada por cromatografia gasosa (GC) (Chrompack®)
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equipada com um detector de ionizacdo de chama a 2202°C. Foi injectado 1 ul da fase de

cloroférmio foi injectado numa coluna DBWAX 60m’ 0.53mm ‘1um.

O gas arrastador foi o hélio, a um caudal com uma pressao equivalente de 100 kPa. O
programa de temperaturas do forno usado para as andlises foi o seguinte: 40°C a 1002C (15
°C/min), 1002 C durante 1 minuto, 1002C a 175°C (10 °C por minuto), 175°C durante 2

minutos, 1752C a 220 2C (102C por minuto), 2202C durante 31 minutos.

Nove padrbes de PHB/HV (70 %/30 %; Merck) de concentracbes diferentes foram
sujeitos ao mesmo procedimento utilizado para as amostras e injectados no GC (Gas
Chromatography). Deste modo foi obtida uma curva de calibracdo, que permitiu obter uma
correlacdo directa entre as concentracdes de HB/HV e as dreas dos picos correspondentes

(Pais, Tese em Curso).

2.2. Analise das condi¢des de utilizacao dos corantes

2.2.1. Determinacio da concentracio optima de DAPI

Nesta fase do trabalho efectuaram-se testes para determinar a concentracao de DAP/
mais adequada para se proceder a determinacdo da concentragdo celular por andlise de
imagem. Seguindo a descricdio de (Boulos et al., 1999) preparou-se uma solugcdo com
concentracdo de 0.1 mg/ml de DAPI diluindo 1 mg de DAPI (Sigma-Aldrich) em 10 ml de 4gua

ultra-pura.

Seguindo as indicag¢Ges presentes na literatura para contagem de células de amostras de

fermentagdes com vinagre (Mesa et al., 2003) utilizou-se uma concentracdo final de DAPI de

10 pg/ml.

Para se testar a funcionalidade desta concentracdo de DAPI/ prepararam-se amostras
provenientes da experiéncia 1, fixas com 5% de formaldeido, que foram observadas ao
microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX51 - Figura 2.2), equipado com uma lampada de
mercurio, com uma ampliacdo de 1000x apds 5 minutos de incubagdo a temperatura ambiente
(Boulos et al., 1999). A observagdo foi feita colocado 10 uyl de amostra com corante numa
lamina, cobrindo-a de seguida com uma lamela e montando a prepara¢do no microscépio com
oleo de imersdo (Olympus Immersion Oil Type F) utilizando o filtro adequado (Olympus U-

MNU2), que foi sempre utilizado aquando da analise de amostras coradas com DAPI. De
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seguida as imagens foram adquiridas e guardadas em formato digital (jpg) utilizando a
aplicacdo Olympus CellF para posterior andlise visual e determinacdo da eventual necessidade
de alterar a concentragdo DAPI. As imagens foram guardadas recorrendo a compressao do tipo
jpeg, com factores de qualidade entre 61.8 e 80, e com razdes de compressdo entre 40:1 e

140:1.

Figura 2.2 - Microscépio Olympus BX51 e respectiva lampada, utilizado para a visualizagdo de todas as

amostras.

2.2.2. Andlise das condi¢cdes de realizacao de double-staining com DAPI e Azul de

Nilo

Nesta parte do trabalho determinaram-se as condi¢des de viabilizacdao da realizacao de
double-staining com DAPI e Azul de Nilo. A Unica referéncia a uma experiéncia semelhante na
literatura foi feita por Oshiki (Oshiki et al., 2008), mas nao se encontra detalhada o suficiente

de forma a permitir que se siga o seu procedimento.

O Azul de Nilo utilizado neste trabalho consistiu numa solugdo de 1% p/v de Azul de Nilo
em agua destilada (Ostle and Holt, 1982), e utilizaram-se 0.2 ml solu¢cdo/m| de amostra para

corar as amostras.
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O primeiro aspecto que se testou foi a viabilidade da incubagdo de DAPI/ a 56 2C durante
10 minutos, necessaria para a utilizacdo do Azul de Nilo (Ostle and Holt, 1982). Neste teste,
adicionaram-se 20 ul de DAPI a 0.2 ml de amostra e incubou-se essa amostra numa estufa a 56
oC durante 10 minutos. Seguidamente, recolheram-se 10 ul de amostra que foram colocados
numa lamina e cobertos com uma lamela e 6leo de imersdo para posterior observacdo ao
microscopio de fluorescéncia (Olympus BX51, ampliacdo 1000x), equipado com uma lampada

de mercurio através do filtro Olympus U-MNU2.

Num passo seguinte testou-se a viabilidade da utilizagdo conjunta e simultanea de DAPI
e Azul de Nilo. Assim, adicionaram-se 20 ul de DAP! e 40 ul de Azul de Nilo a 0.2 ml de amostra,
incubando de seguida na estufa durante 10 minutos a 56 2C. De seguida, recolheram-se 10 ul
de amostra que foram colocados numa lamina e cobertos com uma lamela e dleo de imersao
para posterior observacdo ao microscépio de fluorescéncia (1000x). Foi ainda testada a
hipdtese de adicionar o DAPI apds a incubacdo do Azul de Nilo. Para a observacdo de todas as
amostras coradas com Azul de Nilo referidas neste trabalho utilizou-se o filtro Olympus U-

MWB2.

Estes testes foram repetidos em membranas negras de policarbonato. O processo foi
semelhante até ao passo de filtragdo. Desta forma apds a incubagdao com 40 ul de Azul de Nilo
ou ambos os corantes, 10 uyl de amostra foram diluidos em 2 ml de PBS, adicionando-se de
seguida os 20 ul de DAPI caso ndo tivesse sido adicionado antes da incubagdo. De seguida a
amostra foi recolhida com uma seringa e filtrada numa membrana negra de policarbonato
montada num filtro metalico (Figura 2.3), de modo a nao sujar o filtro do kitasato e o material
adjacente, e de modo a permitir uma filtracdo no escuro para evitar que a fluorescéncia do
Azul de Nilo se degradasse. Nesta parte do trabalho, a filtracdo foi feita despejando
lentamente o conteldo da seringa para ndo destruir as células. De seguida, a membrana foi
retirada do suporte e colocada numa ldmina e coberta com uma lamela e dleo de imersao,
procedendo-se de seguida & observacdo no microscopio de epifluorescéncia. Foi ainda testada

a possibilidade de adicionar 6leo de imersdo entre a membrana e a lamela.

Todas as imagens foram adquiridas e guardadas em formato digital (jpg) utilizando a
aplicacdo Olympus CellF. As imagens foram guardadas recorrendo a compressdo do tipo jpeg,

com factores de qualidade entre 61.8 e 80, e com razbes de compressdo entre 40:1 e 140:1.
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Figura 2.3 - Filtro metalico utilizado como suporte para a filtragio em membranas de policarbonato

das amostras coradas com Azul de Nilo

2.3. Fixacao das Amostras

Inicialmente foram preparados 500 ml de uma solucdo de tampdo fosfato (PBS) de
acordo com (Sambrook and Russell, 2006). Assim, a 400 ml de dgua destilada adicionaram-se 4
g de NaCl, 0.1 g de KCl, 0.72 g de Na,HPO, e 0.13 g de KH,PO,. De seguida o pH foi ajustado
para 7.4 com a adicdo de HCl e NaOH e adicionada 4dgua destilada até se atingir o volume de
500 ml. No final desta preparacdo, a solucdo foi esterilizada por autoclavagem (20 minutos a

121 °C).

Durante as experiéncias 1, 2 e 3 foram testados quatro métodos diferentes de
fixacdo/conservacdo das células para posterior andlise, apds recolha das amostras numa
seringa esterilizada. Nas experiéncias 1 e 2 todo o material e solu¢Ges que contactaram com as

amostras estavam estéreis e todos os passos foram realizados numa camara de fluxo laminar.

O primeiro desses métodos consistiu na conservagao das células em glicerol (Howard,
1956). O primeiro passo apds a recolha de 0.8 ml de amostra foi a lavagem das células, através
de uma centrifuga¢do a 3000 rpm durante 10 minutos e posterior ressuspensdo em PBS, em
volume igual ao retirado de sobrenadante, auxiliada pelo vértex caso fosse necessario. De
seguida foram adicionados 0.2 ml de glicerol a amostra e esta foi congelada a -20 2C em

eppendorfs.

O segundo método consistiu na lavagem de 0.5 ml de amostra que foi efectuada de

modo semelhante ao descrito no método anterior, seguida da adicdo de 0.55 ml de etanol
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absoluto a -20 °C e de 0.065 ml de formaldeido a 36.5 % (Celis, 2006). No final as amostras

foram conservadas a -20 2C em eppendorfs.

O terceiro método testado foi semelhante ao primeiro, mas sem se que fosse efectuada
a lavagem e ressuspensdo das células em PBS. Assim a 0.2 ml de amostra foram adicionados
0.6 ml de PBS e 0.2 ml de glicerol, sendo as células conservadas de seguida a -20 2C em

eppendorfs.

O quarto método envolveu a adi¢do de 0.8 ml de PBS a 0.2 ml de amostra, seguidos da
adicdo de 0.055 ml de formaldeido a 36.5%, ou seja, 5% de concentragdo final (Bjornsen, 1986;
Blackburn et al.,, 1998; Bloem et al.,, 1995; Mesa et al., 2003). As células foram entdo

conservadas a -202C em eppendorfs.

Nas experiéncias 3, 4 e 5 testou-se o tratamento das células sem cuidados de
esterilidade dos materiais e da atmosfera, com vista a uma optimiza¢gdo em termos de tempo

do processo de recolha das amostras.

Nas experiéncias 4 e 5 s6 se utilizou o quarto método de fixacdo para conservar as

células.

2.3.1. Analise da eficiéncia dos métodos de fixacao.

Apds determinada a concentracao ideal de DAPI a utilizar nos ensaios de determinacdo
da concentragdo celular, passou-se a fase de recolha de imagens para andlise da eficiéncia dos

métodos de fixacdo estudados.

Inicialmente fizeram-se observacdes de amostras da experiéncia 1 e 2 fixas de acordo
com os métodos ja descritos na seccdo anterior. Numa primeira parte, as amostras foram
observadas ao microscépio no modo de campo claro colocando 10 ul de amostra numa lamina,
cobrindo-a com uma lamela e 6leo de imersdo e guardando imagens digitais das observagses.
Apds a observacdo as amostras foram diluidas, se necessario, para que se observassem
aproximadamente cerca de 30-50 células por campo (Boulos et al., 1999; Kepner and Pratt,
1994), contabilizadas visualmente, embora se aceitassem amostras com um numero de células
por campo entre 20 e 100 (Pascaud et al., 2009). Todas as imagens foram adquiridas e
guardadas em formato digital (jpg) utilizando a aplicagdo Olympus CellF. As imagens foram
guardadas recorrendo a compressao do tipo jpeg, com factores de qualidade entre 61.8 e 80, e

com razdes de compressao entre 40:1 e 140:1.
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As imagens foram depois analisadas visualmente de forma a aferir a validade e eficiéncia

dos métodos de fixacdo utilizados.

Este tipo de analise foi repetido utilizando membranas negras de policarbonato
(MicronKlear Polycarbonate Disc Filters, MSI) com 0.2 um de tamanho de poro e 2.5 cm de
didametro para filtrar as células das amostras, de forma a permitir uma comparacdo de
resultados e eficiéncia com o método anterior, e também para identificar possiveis

incompatibilidades com o corante.

Neste passo, 0.2 ml de amostra foram corados com 20 ul de DAPI, num eppendorf, e
deixou-se incubar 5 minutos a temperatura ambiente. De seguida, diluiram-se 10 pul de
amostra em 4 ml de PBS (Kepner and Pratt, 1994), sendo ainda testado os valoresde 2 mle 1
ml. Montou-se uma membrana de policarbonato sobre um filtro de papel (Hobbie et al., 1977),
num kitasato ligado a uma bomba de vacuo. A amostra foi filtrada nesta montagem com o
minimo de vacuo necessdrio para que a filtracdo ocorresse, de forma a evitar que as células
fossem danificadas. Seguidamente a membrana foi colocada numa lamina, coberta com dleo
de imersdo e tapada com uma lamela (Kepner and Pratt, 1994) e novamente com dleo de
imersdo. Finalmente procedeu-se a observagdo no microscopio de epifluorescéncia (ampliagdo
1000x) e todas as imagens foram adquiridas e guardadas em formato digital (jpg) utilizando a
aplicacdo Olympus CellF. As imagens foram guardadas recorrendo a compressdo do tipo jpeg,

com factores de qualidade entre 61.8 e 80, e com razbes de compressdo entre 40:1 e 140:1.

2.4. Desenvolvimento do método de analise de imagem.

2.4.1. Aaplicacao CellC

Neste trabalho utilizou-se o software CellC (Selinummi et al., 2005), que é uma aplicagao
desenvolvida em linguagem MatLab (MatLab 6.5, MathWorks). Este software permite analisar
células numa imagem (contagem total), ou num par de imagens (contagem total e contagem
especifica). Possui ainda uma interface grafica que torna o processo mais facil e intuitivo para

o utilizador e permite o ajuste manual de alguns parametros (Figura 2.4).
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Figura 2.4 - Aspecto da interface grafica da aplicacao CellC

Esta aplicacdo permite o processamento batch de um conjunto de imagens sem que seja
necessaria a intervencdo do utilizador. Os resultados sdo guardados num ficheiro ASCII
(American Standard Code for Information Interchange) de valores separados por virgulas (CSV
— comma-separated values), que pode ser aberto em qualquer programa que lide com folhas
de calculo. A nivel de resultados, para além da contagem das células, sdo ainda apresentados
valores de drea, comprimento, largura, volume e intensidade de fluorescéncia para cada célula
presente na imagem. No final de um processamento batch é criado um ficheiro CSV com o
sumario dos resultados e sdo guardadas as imagens bindrias resultantes do processamento das

imagens de partida.

Para além de permitir analises completamente automaticas, o processamento de
imagem pode ser modificado pela alteracdo manual de alguns parametros de andlise. De entre
esses parametros podem-se destacar o controlo manual da limiarizacdo de intensidade, caso a
limiarizagdo automatica falhe devido a problemas na imagem; a correc¢do automadtica do
fundo, que pode ser ligada ou desligada manualmente; o grau de separagdo de células em
clusters, que permite uma separa¢do dinamica e versatil das imagens, conforme o grau de

agregacao; o tipo de imagem de partida, que pode ser proveniente de microscopia de
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fluorescéncia ou de luz visivel; a possibilidade de definir manualmente ou de forma automatica
os valores minimos e maximos para o tamanho das células, permitindo a eliminagao de ruidos
da imagem; por fim, a possibilidade de escolher pixéis ou micrédmetros como valor

fundamental da escala.

Tratando-se de uma aplicagdo Open Source, existe a possibilidade de o utilizador final
fazer modificagGes que permitam uma melhor adapta¢do a uma determinada aplicagdo em
particular. No que diz respeito a segmentacdo da imagem o algoritmo utilizado no CellC tem o

esquema representado na Figura 2.5.

O primeiro passo efectuado por este algoritmo é a normalizacdo dos valores de
intensidade da imagem. Assim, quer a imagem de origem seja uma imagem RGB com trés
canais ou uma imagem em escala de cinza, os valores minimos de intensidade sdo subtraidos a
todos os outros procedendo-se de seguida a divisdo dos valores resultantes pelos maximos.

Desta forma, a intensidade é normalizada para valores entre 0 e 1.

De seguida, caso a imagem de origem seja uma imagem RGB, existe uma conversdo para
uma imagem em escala de cinza, com 256 valores de intensidade e 8 bits. No entanto, essa
conversao nao é realizada utilizando directamente a fungdo existente no MatLab para esse
efeito (funcdo rgb2gray). Em vez desse método, a imagem RGB é transformada para o espacgo
HSV, e é o canal Value (que pode ser entendido como intensidade ou quantidade de cor) que é

adquirido e utilizado como a imagem em escala de cinza correspondente a imagem RGB inicial.

No passo seguinte ocorre um realce do contraste da imagem em escala de cinza. O
método pré-definido na aplicacdo CellC e aquele que foi utilizado neste trabalho envolve uma
transformacgdo top-hat e uma transformagao bottom-hat, usando como elemento estrutural
um disco com 15 pixéis de raio (Selinummi et al., 2005). Para entender no que consiste este
processo, é necessario definir alguns conceitos base relativos a métodos de transformagdo
morfoldgica de imagens binarias. Os primeiros conceitos a ter em conta sdo a erosdo e a
dilatagdo de uma imagem, e também a definicdo de elemento estruturante. O elemento
estruturante consiste numa matriz binaria que pode ter as mais variadas formas e tamanhos
no que diz respeito a distribuicdo dos valores de zero e um ao longo das suas linhas e colunas.
Nesta matriz existe um centro geogréfico, na forma de um pixel central, e esse pixel vai
“percorrer” todos os pixéis da imagem a transformar. Na dilatacdo de uma imagem, sempre
que o pixel central estd numa coordenada em que outro pixel de valor um do elemento
estruturante se sobrepde a um pixel de valor um da imagem, a posicdo onde se encontra o

elemento estruturante passa a ter o valor um. No processo de eros3o, o que acontece é um
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pouco o inverso. Assim, sempre que o pixel central estd numa coordenada em que o elemento

estruturante ndo esta todo contido na imagem original, essa posi¢cdo passa a ter o valor de

zero (Gonzalez et al., 2004). A Figura 2.6 exemplifica o que acontece em cada uma destas

operagoes.

Figura 2.5 - Representagdo do algoritmo de segmentagdo de imagem utilizado na aplica¢ao CellC
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Figura 2.6 — Exemplificacdo dos processos de dilatacdo e erosdo. A imagem binaria (a) é sujeita a
dilatagdo com o elemento estruturante b), originando a imagem bindria c). A erosdo de a) com o

elemento estruturante b) origina d) (adaptado de Gonzalez (Gonzalez et al., 2004)).

Quando se aplica estas transformagdes em imagens em escala de cinza, existem algumas
diferencas, pois estas imagens possuem 256 valores de intensidade e ndo apenas dois como as
imagens bindrias. Nestes casos, usualmente, usam-se elementos estruturais binarios para
proceder a transformacdo. A principal diferenca em relacdo a imagens binarias é que na
operacdo de dilatagdo em vez de os pixéis afectados passarem a ter o valor de um, passam a
ter o valor do maximo de intensidade da regido ocupada pelo elemento estruturante quando o
seu pixel central estd numa determinada coordenada. Da mesma forma, na operacdo de
erosao, os pixéis afectados em vez de passarem a ter valor zero, passam a ter o valor minimo
de intensidade da regido ocupada pelo elemento estruturante. Combinando estas duas
operacgdes simples, podemos efectuar aquilo que se designa por abertura e fecho de uma
imagem (Figura 2.7). Assim, a realizacdo de uma erosao seguida de uma dilata¢do consiste na
operacdo de abertura de uma imagem, enquanto que o contrdrio, ou seja uma dilatagdo
seguida de uma erosdo consiste no fecho de uma imagem. Quando se subtrai uma imagem
sujeita a abertura a imagem de partida esta-se a efectuar uma transformacdo top-hat,
enquanto que subtrair a imagem original a si mesma apds uma operacdo de fecho consiste
numa transformacdo bottom-hat (Gonzalez et al., 2004). Apds efectuadas as transformacgoes, o
resultado da transformacdo top-hat é somado a imagem original e ao resultado desta soma é
subtraido o resultado da transformacdo bottom-hat. Ao aumentar significativamente o
gradiente de intensidade nas fronteiras dos objectos, esta operacdo permite realcar o
contraste da imagem, como se pode ver na Figura 2.8. Nesta fase é ainda efectuada uma

normalizacdo dos valores da intensidade da imagem, semelhante a normalizacdo inicial.
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g)

Figura 2.7 — Neste exemplo, a imagem original (a) é sujeita a uma operacdo de dilatacdo (b) e também

€ sujeita a uma erosdo (c), utilizando como elemento estruturante um disco com 15 pixéis de raio. A
imagem (d) é o resultado de aplicar uma dilatagdo 4 imagem (c), ou seja é a abertura da imagem (a). O
fecho da imagem (a) é efectuado aplicando uma erosdo a imagem (b), e resulta na imagem (e). A
imagem (f) corresponde a uma transformacdo top-hat, e é resultado da subtrac¢do de (d) a (a). A

imagem (g) exemplifica a transformagdo bottom-hat e resulta da subtracg¢do de (a) a (e).
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b)

Figura 2.8 — A imagem (a) é o resultado do realce de contraste através da subtrac¢do de uma
transformacdo bottom-hat (Figura 2.6 (g)) a soma de uma transformacdo top-hat (Figura 2.6 (f)) com a

imagem original (b). E notéria a diferenca entre o contraste nas duas imagens.
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Apds este realce do contraste é efectuada a subtracgdo do fundo, se esta opg¢do estiver
activada, subtraindo a imagem os valores de uma regressdo bidimensional de grau dois feita
pelo software a toda a imagem. De seguida, vem o passo de limiarizagcdo da imagem, que é
aquele em que sdo identificados os objectos presentes na imagem, sendo o resultado uma
imagem binaria com os objectos (células neste caso) a branco e o fundo a preto. A limiarizacdo
pode ser feita manualmente, através de uma interface que permite através da deslocacdo de
um slider determinar o valor do limiar de separacao entre objecto e fundo, visualizando em
tempo real a imagem binaria resultante. Se a op¢ao for a limiarizagdo automatica (Figura 2.9),

o software aplica o método de Otsu a toda a imagem (Otsu, 1979; Selinummi et al., 2005).
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Figura 2.9- Resultado da limiarizagdo automatica, pelo método de Otsu, na aplicagdo CellC.

Por fim, existe um passo em que sdo removidas todas as células que estejam nas
fronteiras da imagem, para que a caracterizagdo ndo seja afectada por objectos com
dimensoes falsas (Sieracki et al., 1985), e cujo resultado se pode ver na Figura 2.10. Este passo
nao esta presente na versdo original da aplicagcdo, mas foi incluido por se considerar que era

importante.
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Figura 2.10 - Eliminagao de todos os objectos fronteirigcos da imagem apos limiarizagao (Figura 2.9).

Neste ponto obtém-se entdo uma imagem bindria resultante da segmentacdo da
imagem original. Antes de serem exportados os resultados, a imagem ainda vai sofrer duas
possiveis alteracGes. A primeira dessas alteracGes é a desagregacdo de clusters de células, que
pode ser mais ou menos profunda conforme o utilizador indicar na interface da aplicacdo. E
necessario ter algum cuidado com esta funcdo, pois a utilizacdo de um valor demasiado
elevado pode levar a sobredivisdo dos agregados, resultando em mais células que na
realidade, enquanto que a utilizagdo de valores inferiores ao ideal resulta em subdivisdo e em
subestimag¢do da concentragdo celular. A outra alteragdo que se pode efectuar nesta fase é

remover ruido da imagem.

No que diz respeito aos passos a dar dentro da aplicacdo CellC com vista a obter os
resultados da contagem, o processo é bastante simples. Inicialmente, é util escolher uma
escala baseada em micrémetros, devido a ser mais facil ter uma ideia do tipo de resultados
obtidos, em oposicdo a trabalhar com base em pixéis. Deve-se também ter o cuidado de
seleccionar o tipo de imagem correcto, neste caso, imagem de microscopia de fluorescéncia.
Para dar seguimento aos cdlculos deve-se seleccionar ao menu “Batch Processing”, e escolher
a primeira opg¢do do “drop-down menu” correspondente. De seguida é pedido ao utilizador
que indique a pasta onde estdo as imagens a analisar e a pasta onde devem ser guardados os

resultados. No fim basta carregar no botdo “Start analysis”. Apds realizada a analise é
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necessario fazer uma inspeccdo das imagens para verificar se ndo existe sobredivisdo ou
subdivisdo de agregados, e também, para verificar se o ruido foi eficazmente eliminado. Caso
seja necessario deve alterar-se o valor do slider correspondente ao grau de separagdo de
agregados e/ou os valores minimos e maximos para remoc¢ao de ruido e repetir a analise. Apds
se ter a certeza que a segmentacdo da imagem foi bem sucedida é possivel visualizar os
resultados abrindo o ficheiro “summary.csv” criado na pasta de resultados, calculando-se
nessa altura o erro padrdo da contagem dividindo o desvio padrdo pelo nimero de
observacoes. Nesta altura, é também guardada uma imagem para cada imagem de partida
com o aspecto da representada na, e que apresenta o resultado da contagem, cujo aspecto se

pode ver na Figura 2.11.
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Figura 2.11 - Resultado final de uma analise de imagem para contagem de células na aplicagao CellC.
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2.4.2. Determinacio da concentracao celular através de andlise de imagem

Apds a optimizagdo do protocolo ao nivel da fixacdo das amostras, da concentragdo de
corantes e das estratégias de observacdo procedeu-se a sua aplicacdo tendo em vista a

aquisicdo de imagens para efectuar contabilizagao de células por andlise de imagem.

Assim, foram utilizadas as amostras fixas com 5% de formaldeido (concentragdo final),
para as experiéncias 2, 3, 4 e 5. As amostras foram diluidas de acordo com as observagdes
feitas previamente, aquando da realizacdo dos testes prévios. De seguida, diluiram-se 10 ul de
amostra em 1 ml de PBS e adicionaram-se 20 ul de DAPI a 0.1% (p/v). Apds 5 minutos de
incubacdo, a amostra foi recolhida numa seringa e filtrada numa membrana de negra de
policarbonato, montada sobre um filtro de papel (Hobbie et al., 1977) num kitasato ligado a
uma bomba de vacuo. A amostra foi filtrada nesta montagem com o minimo de vacuo
necessario para que a filtracdo ocorresse, de forma a evitar que as células fossem danificadas.
Seguidamente a membrana foi colocada numa lamina, coberta com déleo de imersdo e tapada
com uma lamela (Kepner and Pratt, 1994) e novamente com 6éleo de imersdo. Finalmente
procedeu-se a observagdo no microscopio de epifluorescéncia (ampliagdo 1000x) e a gravagdo
das imagens obtidas no formato jpg. Todas as imagens foram adquiridas e guardadas em
formato digital (jpg) utilizando a aplicagdo Olympus CellF. As imagens foram guardadas
recorrendo a compressao do tipo jpeg, com factores de qualidade entre 61.8 e 80, e com
razdes de compressdao entre 40:1 e 140:1. No que diz respeito ao numero de imagens
guardadas, observaram-se e guardaram-se 20 campos microscopicos por amostra (Mesa et al.,

2003).

2.4.3. Determinacido da curva de calibracio do nimero optimo de diluicoes em

funcao da densidade optica e do peso seco.

Apds realizada a andlise de imagem das amostras das experiéncias 2 e 3, foram
determinadas as dilui¢des dptimas para cada amostra analisada, tendo por base que a dilui¢do
6ptima corresponderia a uma contagem de 40 células por campo. Apds relacionar os valores
obtidos com os valores medidos de DOgggnm € de CDW, estabeleceu-se uma curva de calibragao

com o objectivo de facilitar as andlises das amostras das outras experiéncias.
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2.4.4. Determinacio da concentraciao de PHB através de analise de Imagem.

Para determinar o conteudo em PHB das células utilizou-se uma técnica de double-
staining com DAPI e Azul de Nilo. Nesta parte do trabalho utilizaram-se também as amostras
fixas com 5% final de formaldeido, que foram diluidas de acordo com a calibra¢do deita na fase
de determinagdo da concentragao celular. De seguida adicionaram-se 40 ul de Azul de Nilo a
0.2 ml de amostra e incubou-se na estufa durante 10 minutos a temperatura de 56 °C. Apds
esse tempo, diluiram-se 10 yl de amostra em 1 ml de PBS e adicionaram-se 20 ul de DAPI.
Seguidamente a amostra foi recolhida com uma seringa e filtrada numa membrana negra de
policarbonato montada sobre um filtro metalico. A filtracdo foi efectuada despejando
cuidadosamente o conteudo da seringa de modo a ndo danificar as células. No final da
filtracdo colocou-se a membrana sobre uma lamina e cobriu-se com uma lamela, observando-
se de seguida ao microscdpio de epifluorescéncia utilizando-se os filtros Olympus U-MNU2 e
Olympus U-MWAB2 para observar, respectivamente as células coradas com DAPI e o polimero
corado com Azul de Nilo. Durante a observacdao guardaram-se 10 pares de imagens de
células/polimero de cada amostra, de modo a observar um numero significativo de células
(Graga et al., 2005; Kirchman et al., 1982; Lunau et al., 2005), pertencendo cada par ao mesmo
campo microscdpico, para proceder depois a analise das mesmas. Todas as imagens foram
adquiridas e guardadas em formato digital (jpg) utilizando a aplicacdo Olympus CellF. As
imagens foram guardadas recorrendo a compressao do tipo jpeg, com factores de qualidade

entre 61.8 e 80, e com razdes de compressao entre 40:1 e 140:1.

Nesta parte do trabalho foi necessario recorrer ao programa Matlab para somar os
pares de imagens obtidos durante a observagdo ao microscépio. Este passo foi necessario
devido ao facto de o DAPI ndo penetrar nos espacos celulares ocupados pelo biopolimero,
impossibilitando assim a obtenc¢do directa de uma imagem que correspondesse ao conteldo
celular total. Apds terem sido obtidas as imagens da soma das imagens originais, o
processamento foi feito na aplicacdo CellC exactamente da mesma forma que para as imagens
utilizadas para a determinacao da concentracao celular, primeiro para as imagens com
conteudo total das células e depois para as imagens referentes ao biopolimero. Nao se utilizou
a funcdo “Total Count/Specific Count” da aplicacdo CellC porque revelou-se mais simples
efectuar os calculos a partir de dois ficheiros de resumo de resultados de dois batches
diferentes do que apenas com um que englobasse apenas um batch dos pares de fotografias. A
andlise conjunta de todas as imagens também levanta problemas ao nivel do ajuste dos
parametros da aplicagdo, nomeadamente os parametros que dizem respeito a divisdo de

aglomerados de células e a remogao de ruido.
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Depois de obtidos os resultados, foram calculados os volumes de polimero para cada par
de fotografias de uma amostra. De seguida calculou-se uma média ponderada do volume de
polimero tendo em conta o nimero de células de cada campo e o erro padrdo dessa medida

na forma do desvio padrao a dividir pelo nimero de observagoes.

2.4.5. Caracterizacao das células através de analise de imagem.

A caracterizacdo das células captadas nas imagens é feita a partir da imagem binaria que
resulta do processo de segmentacdo da soma das imagens, pois so assim é possivel obter uma
caracterizagdo que tem em conta toda a célula. Nesta parte do processamento sdo
determinados directamente da imagem os valores de perimetro, drea e intensidade média
luminosa das células. Ja para as grandezas comprimento e largura, o cdlculo que é efectuado
vai depender da relagdo entre o perimetro e a area da célula (Bloem et al., 1995; Selinummi et

al., 2005). Assim, é feito o cdlculo do valor de:

\/perimetroz — 16 X area (Equagdo 2.1)

Se este valor for negativo, caso das esferas, o comprimento e a largura sao calculados
como o diametro equivalente de um circulo com a area da célula em questdo. Caso contrario,

sdo calculados segundo as seguintes expressdes:

comprimento = [perl'metro + \/perimetroz — 16. érea]/4 (Equagdo 2.2)

largura = [perl'metro — \/perimetroz — 16. érea]/4 (Equagdo 2.3)

No caso do volume, este é calculado a partir dos valores de comprimento e largura,

através da seguinte expressao:

comprimento —largura )

Volume = % x largura? x ( 3

(Equagao 2.4)

O biovolume total é calculado multiplicando o volume celular médio das células pelo

numero de células determinado por andlise de imagem.

Cada imagem vai ter um ficheiro CSV associado com um relatdrio com todos os valores
destas grandezas para cada célula detectada. Se for feito uma andlise batch a um conjunto de
imagens, é também criado um ficheiro resumo do desse batch com os valores médios das

grandezas para cada imagem, assim como o numero de células em cada imagem.
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3. Resultados e Discussao
3.1. Analise das condic¢des de utilizacdao dos corantes

3.1.1. Determinac¢ao da concentracdo optima de DAPI

As imagens apresentadas de seguida fazem parte do conjunto que foi analisado para
determinar se a concentragdo de 10 ug/ml de DAPI era adequada, de acordo com o protocolo

descrito na seccdo 2.2.1.

Figura 3.1 — Resultados do teste da concentragao de DAPI em amostras fixas com 5% de formaldeido,

em que (a) e (b) representam campos diferentes.

Como se pode observar na Figura 3.1, a concentracdo de DAPI testada demonstrou ter
uma boa penetracdo nas células e uma boa evidenciacdo das células em relagdo ao fundo da
imagem. Desta forma, usou-se uma concentragdo final de DAPI de 10 ug/ml em todas as

restantes observagdes com DAPI.

3.1.2. Anadlise das condicoes de realizacao de double-staining com DAPI e Azul De

Nilo

Nesta fase do trabalho testaram-se diversas hipdteses tendo como objectivo a
realizacdo de double-staining com DAPI e Azul de Nilo. O primeiro teste consistiu em analisar a
possibilidade de incubar a amostra com DAPI durante 10 minutos a 562C, e observar sem

filtracdo em membranas de policarbonato. Os resultados obtidos sdao mostrados na Figura 3.2.
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Figura 3.2 — Resultados do teste de incubagdo das amostras com DAPI a 562C, em que (a) e (b)

representam campos diferentes.

Como se pode ver na Figura 3.2, o DAPI manteve toda a funcionalidade, quer ao nivel da
penetragdo nas células quer ao nivel da fluorescéncia. Concluiu-se assim que se poderia utilizar

o DAPI apés 10 minutos a 562C, caso fosse necessario.

Na Figura 3.3, mostram-se os resultados dos testes em que as amostras foram incubadas
com DAPI e Azul de Nilo simultaneamente. A observacdo foi também efectuada sem se

recorrer a filtragdo em membranas de policarbonato.

Figura 3.3 - Resultados obtidos apds incubagdo simultdanea com DAPI e Azul de Nilo; (a) biopolimero

com Azul de Nilo, (b) restante contetido da célula com DAPI.

Mais uma vez verificou-se que o DAPI manteve toda a sua funcionalidade, mesmo
incubado em conjunto com o Azul de Nilo durante 10 minutos a 56 2C. O Unico aspecto menos
positivo, mas que ndo é possivel de discernir através da observacao da Figura 3.3 foi o facto de
se verificar uma redugdo na duracdo da fluorescéncia de DAPI e do Azul de Nilo, no entanto
essa reducdo ndo pareceu ser impeditiva de utilizar este método, pois foi possivel obter as

imagens necessarias com uma boa qualidade.
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Este teste foi repetido recorrendo a filtracgdo em membranas de policarbonato. Nesta
fase testou-se a possibilidade de adicionar o DAPI apds a incuba¢dao com Azul de Nilo. Os

resultados apresentam-se a seguir (Figura 3.4 e Figura 3.5).

Recorrendo ja a filtragdo em membranas negras de policarbonato, a incubacdo sucessiva
(Figura 3.4) demonstrou ser mais eficaz que a incubagdo simultanea (Figura 3.5), pois a
aplicacdo da incubagdo simultanea resultou numa diminuicdo evidente da fluorescéncia de
ambos os corantes, ja evidenciada anteriormente, mas mais pronunciada, talvez devido ao

tempo que é necessdrio despender no processo de filtracdo. Desta forma, optou-se por utilizar

o método de incubacdo sucessiva nas analises seguintes.

Figura 3.4 - Resultados das observagGes de amostras coradas simultaneamente com Azul de Nilo (a) e

DAPI (b), apds incubagdo sucessiva.

Figura 3.5 - Resultados das observagdes de amostras coradas simultaneamente com Azul de Nilo (a) e

DAPI (b), ap6s incubagao simultanea.

O método utilizado na filtragdo das amostras com Azul de Nilo, com um filtro metalico
(Seccdo 2.2.2), demonstrou ser ineficaz na garantia de condi¢cdes de homogeneidade, devido
ao facto de ser impossivel uma dispersdo eficaz da pressdo de filtracdo e também devido a

impossibilidade de garantir a inexisténcia de liquido na membrana apds a filtracdo. No entanto
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nesta parte do trabalho a homogeneidade ndao é um requisito fundamental, uma vez que para
contabilizar o conteddo em biopolimero e caracterizar as células é apenas necessario observar
um numero significativo de células (Graga et al., 2005; Kirchman et al.,, 1982; Lunau et al.,
2005). Neste método a pressdo de filtracdo demonstrou ser um aspecto sensivel na qualidade
das imagens obtidas, pois uma descarga demasiado vigorosa do contetido da seringa mostrou-
se danosa para a integridade das células, pelo que se concluiu ser necessdrio descarregar a
amostra da seringa bastante devagar e com uma velocidade o mais homogénea possivel, ou

seja, com bastante cuidado e atencdo.

Apds estes resultados, concluiu-se que era realmente necessario usar processos de
filtracdo diferentes para cada parte do trabalho. Na quantificagdo da concentra¢do celular é
imprescindivel garantir a homogeneidade das amostras, o que apenas é possivel utilizando o
filtro de vacuo. Como a solucdo de DAPI é incolor, isto ndo apresenta nenhuma contrariedade
no que diz respeito a conserva¢do do material. Na quantificacdo do conteido em polimero a
utilizacdo do azul de Nilo implica que se utilize material facil de limpar, como é caso do filtro
metadlico, e que permita que o processo de filtracdo ocorra na auséncia de luz, para ndo
degradar a fluorescéncia deste corante, que demonstra uma grande sensibilidade neste

aspecto.
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3.2. Analise da eficiéncia dos métodos de fixacao

Nesta fase do trabalho procedeu-se a analise visual de imagens de amostras da
experiéncia 1 e 2 sujeitas a quatro tipos de fixacdo, de modo a determinar a sua viabilidade. As
imagens das Figuras Figura 3.6 Figura 3.9 sdo representativas da globalidade dos resultados
obtidos nas observagGes feitas em campo claro, segundo o procedimento descrito na secgao
2.3.1.,sendo apresentados os resultados de 4 amostras provenientes de tempos diferentes da

experiéncia.

Figura 3.6 — Resultados para as amostras fixas com etanol e formaldeido, apds lavagem e

ressuspensdo com PBS (a—9.8 h; b—31.5H; c—-55.4 h; d—57.6 h).

Nas amostras fixas com etanol e formaldeido, apesar de as células aparentarem um bom
estado de conservacdo, verificou-se uma tendéncia acentuada para a existéncia de
aglomeracdo das células, visivel nas imagens b, ¢ e d da Figura 3.6. Esta tendéncia revelou-se
maior para amostras correspondentes a fases mais avancadas da experiéncia, ndo ocorrendo
qualquer tipo de aglomeragdo para as amostras da fase inicial da experiéncia (imagem a da
Figura 3.6). Desta forma, este método foi colocado de parte, uma vez que a existéncia de

aglomeracdo é um factor decisivo para o insucesso de um método de andlise de imagem com
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vista a contabilizacdo e caracterizagdo de células, pois torna extremamente dificil e

inconsequente o processo de segmentacao de imagem.

Figura 3.7 - Resultados para as amostras conservadas com 20% de glicerol, apés lavagem e

ressuspensdo com PBS (a—9.8 h; b—31.5H; c-55.4 h; d-57.6 h).

As amostras fixas com 20% de glicerol, sujeitas a lavagem e posterior ressuspensao com
PBS, demonstraram uma aparente boa conservacao das células, pouco ruido na imagem e a

total auséncia de aglomeragao (Figura 3.7).
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Figura 3.8 — Resultados para as amostras conservadas com 20% de glicerol, sem lavagem nem

ressuspensio (a—9.8 h; b—31.5H; c-55.4 h; d-57.6 h).

As amostras fixas com 20% de glicerol, sem lavagem nem ressuspensdo apresentaram
resultados semelhantes as anteriores (Figura 3.8), mostrando assim que, a partida, o processo
de lavagem e ressuspensdo em PBS ndo traz vantagens acrescidas no que diz respeito a

gualidade das imagens obtidas.
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Figura 3.9 — Resultados para as amostras fixas com 5% de formaldeido, sem lavagem nem

ressuspensio (a—9.8 h; b—31.5H; c-55.4 h; d—-57.6 h).

As amostras fixas com 5% de formaldeido mostraram também uma boa qualidade, no

que diz respeito a conservagao das células, inexisténcia de ruido e de aglomeracao.

Tendo em conta os resultados anteriores, rejeitou-se o método de fixagdo com etanol e
formaldeido, devido ao manifesto problema de aglomeracdo. De entre os outros métodos,
seleccionaram-se o método de conservacdao com 20% de glicerol, sem lavagem e ressupensao
em PBS, e o método de fixagdo com 5% de formaldeido. O método de conservagdo com 20%
de glicerol, com posterior lavagem e ressuspensdo em PBS ndo foi seleccionado, pois
apresentou resultados muito semelhantes ao método de conservagdo em glicerol sem lavagem

em PBS e tem um tempo de preparag¢ao da amostra muito superior a este ultimo.

Na Figura 3.10 apresentam-se os resultados obtidos para as observa¢des no microscépio
de epifluorescéncia, com 10 pug/ml final de DAPI, com as amostras fixas com 5% de
formaldeido e com as amostras conservadas com 20% de glicerol, ambas sem terem sido

sujeitas a qualquer lavagem com PBS, e ap6s filtracdo em membranas de policarbonato negro.

Analisando a Figura 3.10 observa-se claramente que as amostras conservadas com

glicerol ndo permitem uma penetragao eficaz do corante. Esta ocorréncia podera ser devida ao
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facto de o glicerol ndo fixar efectivamente as células, agindo sim como um conservante que
nado as mata (Howard, 1956), ndo permeabilizando eficazmente a membrana celular. Ja para as
amostras fixas com formaldeido, a penetracdo do corante é muito boa, assim como a
qualidade geral das imagens obtidas, onde é possivel uma boa deteccdo das células e onde se
verifica uma quantidade de ruido muito reduzida. Assim seleccionou-se o método de fixacdo
com 5% de formaldeido como o método mais adequado para os propdsitos do trabalho, pois,
para além de ser o de mais rapida execucdo, é também aquele que permite a melhor
qualidade nas imagens obtidas, a nivel de diferenciacdo das células do fundo e da dispersdo
celular. Estes resultados coincidem assim com o que esta referido na literatura, que inclui este

método no lote dos mais utilizados com vista a conservagao de células para analise de imagem

(Kepner and Pratt, 1994).

Figura 3.10 — Resultados da observagdo apos filtragdo em membranas de policarbonato das amostras

conservadas com 20% de glicerol coradas com DAPI, em que (a) e (b) representam campos diferentes.

Figura 3.11 — Resultados da observagao apds filtragdo em membranas de policarbonato das amostras

fixas com 5% de formaldeido coradas com DAPI, em que (a) e (b) representam campos diferentes.

Durante estes testes com recurso a filtragdo com membranas existiram alguns

problemas que foi necessario resolver de forma a obter resultados que viabilizassem as
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restantes analises. Verificou-se que, por vezes, a filtragdo danifica algumas células, sendo por
isso necessario diminuir a pressao de vacuo aplicada até um valor minimo (tdo pequeno que
nao é discernivel o verdadeiro valor no indicador da bomba de vacuo) que permita a filtragdo
em vez dos valores referidos na literatura (Kepner and Pratt, 1994). Ocorreu ainda a existéncia
de bolhas de ar nas amostras apds a filtracdo, o que as tornava heterogéneas e violava assim
um requisito fundamental para se poder contabilizar células através de andlise de imagem. A
resolucdo passou pela aplicacdo de um filtro de papel entre a membrana de policarbonato e o
suporte do kitasato, de forma a homogeneizar o vacuo (Hobbie et al., 1977). A existéncia de
bolhas de ar ocorreu também durante a fase de observagdo, devido & ineficaz aderéncia das
lamelas as membranas. Desta vez o problema foi solucionado com a aplicagdo de dleo de

imersdo sobre a membrana antes de colocar a lamela (Kepner and Pratt, 1994).

Também foram observadas amostras fixas com 5% de formaldeido, mas sem recorrer a

filtracdo em membranas, de forma a comparar com aquelas em que se efectuou a filtragdo em

membranas. Os resultados podem ser visualizados a seguir.

Figura 3.12 — Resultados para as amostras fixas com 5% de formaldeido observadas sem filtragao, em

que (a) e (b) representam campos diferentes.

Comparando a Figura 3.11 com a Figura 3.12 verifica-se que, apesar da existéncia de
algum ruido e da menor uniformidade do fundo nas amostras sujeitas a filtragdo em
membranas de policarbonato (Figura 3.11), a qualidade destas é superior em relagdo as
amostras ndo sujeitas a filtragdo em membranas (Figura 3.12). Isto acontece porque nas
amostras nao filtradas as células distribuem-se por varios planos na vertical, que originam
varios planos de focagem no microscdpio. Desta forma quando se observa um campo nestas
amostras, existem células que ficam completamente desfocadas, podendo, num caso extremo
desaparecer por completo num certo plano de focagem. Outra ocorréncia possivel é a

possibilidade de apanhar células longitudinalmente, devido a profundidade do campo. Para
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um trabalho onde s3o essenciais a contabilizagdo do numero de células por campo e a
determinagdo precisa das caracteristicas relativas a morfologia das células, ndo é possivel
trabalhar com imagens onde nao estdo todas as células presentes no campo, ou onde uma
grande percentagem delas estd bastante desfocada, adulterando os resultados de forma

significativa.

Os aspectos negativos das amostras sujeitas a filtracdo sdo explicados pelo préprio
funcionamento da técnica. Assim ao filtrar e depositar as células a sua superficie, é expectavel
que exista ruido na imagem, pois existem detritos celulares e outros que também podem ficar
retidos na superficie da membrana, e que contribuem para uma certa fluorescéncia de fundo.
No entanto, desde que as células se evidenciem claramente do fundo da imagem e os detritos
ndo tenham dimensdes muito semelhantes as das células estes problemas sdo de facil

resolugao, em contraste com os problemas evidenciados quando ndo existe filtracdo.

3.3. Desenvolvimento do método de analise de imagem.

3.3.1. Aaplicacao CellC - Resultados da segmentacao de imagem

A aplicagdo CellC foi utilizada com o objectivo de segmentar as imagens captadas pelo
microscopio, para contabilizar e caracterizar volumetricamente as células. De seguida
apresentam-se resultados tipicos da segmentacdo de uma imagem para identificacdo e
contabilizacdo das células presentes, para amostras com diferentes concentracbes de

biopolimero.

Como se pode observar na Figura 3.13, o resultado da segmentacdo da imagem é
bastante satisfatério, uma vez que as células sdo detectadas e ndo existe uma adulteracdo
visivel da forma das mesmas. Também é de salientar o facto de ndo se encontrar qualquer

ruido no resultado da segmentacdo, existindo este apenas na imagem original.

No entanto para amostras com maior concentragdo de polimero comegam a surgir
algumas dificuldades, dado que o espago ocupado pelo biopolimero aumenta, pelo que nas
imagens surgem orificios maiores dentro das células, pois o DAPI ndo colora o PHB. Estes
orificios aumentam o grau de incerteza dos resultados, uma vez que dificultam o processo de
segmentacdo, podendo originar resultados ndo totalmente correspondentes a realidade

(Figura 3.14).
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Figura 3.13 - Imagem contendo células coradas com DAPI (a) e resultado da sua segmentagao (b) na
aplicacdo CellC, para uma amostra com baixa concentracdo de biopolimero (amostra 1 da experiéncia

2 contendo 17% p/p de PHB).
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Figura 3.14 - Imagem contendo células coradas com DAPI (a) e resultado da sua segmentagao (b) na
aplicagdo CellC, para uma amostra com maior concentra¢do de biopolimero (amostra 7 da experiéncia

2 contendo 25% p/p de PHB).

Os resultados obtidos para a segmentacdo das imagens e para a determinagdo da
quantidade de células em cada imagem mostraram ser bastante sensiveis aos parametros da
aplicacdo CellC, nomeadamente ao parametro para a divisdo de agregados e aos parametros
relativos a eliminacdo de ruido. Nas pode-se observar como ligeiras variacGes nos parametros
em questdo influenciam o aspecto da imagem bindaria resultante e a contagem do nimero de
células. Apesar de a primeira vista poder parecer dificil afinar estes pardametros na aplicacdo

CellC, apds algumas tentativas iniciais, o processo de afinagcdo acaba por ser bastante intuitivo,
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até porque a gama de valores utilizados para a obtengao de imagens bindrias de boa qualidade

foi sempre bastante pequena em todo este trabalho.

Na Figura 3.15 é possivel verificar o que acontece caso se utilizem valores para os
parametros que fiqguem um pouco abaixo daquilo que a imagem em questdo necessita. A
imagem (a) da Figura 3.15 é aquela que foi utilizada para a quantificacdo da concentracdo
celular, com um factor de separagdo de agregados de 0.88 e um factor de remoc¢do de ruido
que elimina todos os objectos com menos de 0.6 um’ de area. Na imagem (b) utilizou-se um
factor de separacdo de agregados de 0.82, e é possivel verificar que a contagem de células
passou de 31 para 29 células. As caixas verdes nas imagens da Figura 3.15 evidenciam um local
onde foram detectadas duas células inicialmente mas que, com a diminuicdo do factor de
separacao de agregados, passaram a ser detectadas s6 como uma célula. A diferenga entre a
imagem (c) e a imagem (a) é a utilizacdo de um factor de remogdo de ruido de 0.2 ym” na
imagem (c) em vez dos 0.6 um” usados na imagem (a). Esta alteragdo faz com que a contagem
inicial de 31 células aumente para 38. A causa deste aumento é a presenca de varios pequenos
objectos que ou ndo correspondem a células, ou correspondem a uma pequena parte de

células que contém graos de biopolimero, como na situagdo assinalada a amarelo.

Na Figura 3.16 pode-se verificar o que acontece caso os dois parametros da aplicagao
CellC em questdo tenham valores demasiado altos para uma imagem. A imagem (a) da Figura
3.16 é a imagem utilizada para a quantificacdo da concentragdo celular, com um factor de
separacdao de agregados de 0.88 e um factor de remogdo de ruido que elimina todos os
objectos menores que 0.6 umz, como ja foi dito. Na imagem (b) ocorre um aumento do
numero de objectos detectados de 31 para 35 devido a utilizacdo de um factor de separacgdo
de 0.96. Como se pode ver na zona evidenciada a verde, existem células inteiras que sdo
divididas em duas, contribuindo para um aumento do nimero de células que ndo tem
correspondéncia com a realidade. Na imagem (c) existe uma diminui¢do do nimero de células
detectadas de 31 para 23 células devido a utilizacdo de um factor de remocdo de ruido que
elimina todos os objectos com menos de 1 um2 de area, eliminando as células mais pequenas,

como se pode ver nas zonas evidenciadas a amarelo.

Este tipo de erros acaba sempre por acontecer, qualquer que seja o valor dos
parametros, no entanto, uma boa afinacdo destes parametros permite minimizar as

consequéncias desses erros.
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Figura 3.15 - Variagao dos resultados obtidos para a contagem de células consoante os valores dos
parametros de divisdo de agregados e de remocao de ruido. A imagem (a) é a que foi utilizada para a
quantificagdo da concentragao celular (31 células), a imagem (b) mostra um caso de subestimagdo do
numero de células devido a um factor de separagao demasiado pequeno (29 células) e a imagem (c)
um caso de sobrestimacdo devido a um factor minimo de remogao de ruido demasiado baixo (38

células).
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Figura 3.16 — Outro exemplo da variagdo dos resultados obtidos para a contagem de células consoante
os valores dos parametros de divisdo de agregados e de remogao de ruido. A imagem (a) é a que foi
utilizada para a quantificacdo da concentragdo celular (31 células), a imagem (b) mostra um caso de
sobrestimag¢do do nimero de células devido a um factor de separacdo demasiado alto (35 células) e a
imagem (c) um caso de subestimagdo devido a um factor de remogao de ruido minimo demasiado alto

(23 células).
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Para proceder a determina¢do da concentra¢cdo volumétrica de PHB nas células foi
necessario somar as imagens relativas a observa¢do do polimero, corado com Azul de Nilo,
com as imagens relativas a restante célula, corada com DAPI. A Figura 3.17 mostra o aspecto

da imagem resultante relativamente as imagens que Ihe dao origem.

Figura 3.17 - Aspecto da imagem obtida (c) apds a soma da imagem relativa ao biopolimero (a) e da
imagem relativa ao resto do contetdo celular (b). As zonas evidenciadas sdo apresentadas em detalhe

na Figura 3.18.

Figura 3.18 — Detalhes da Figura 3.17 em que se evidencia o processo da soma das imagens relativas
ao biopolimero (1 e 4) com as imagens que contém o restante conteuido celular (2 e 5) e o resultado

dessa soma (3 e 6).
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Apds uma observacdo cuidada da Figura 3.17 pode-se concluir que a imagem resultante
da soma possui uma boa qualidade no que diz respeito aos parametros que a ter em conta
para o processo de analise ser bem sucedido, nomeadamente a nivel da auséncia de ruido, da
evidenciacdo das células e da homogeneidade do fundo. A nivel da morfologia das células,
existe um certo grau de adulteracdo, pois nas zonas fronteiricas entre os graos de polimero e o
restante conteldo celular existe alguma indefinicdo, devido ao facto de o DAPI ndo penetrar
tdo eficazmente nessas zonas como no resto da célula, provavelmente por causa da presenca
do biopolimero. S6 este facto por si sé vai ter alguma influéncia sobre a acuidade dos
resultados obtidos. E também evidente a necessidade de utilizar a soma das imagens pois é
claramente visivel na imagem (b) da Figura 3.17 e também nas imagens (2) e (5) da Figura 3.18
que o DAPI ndo consegue penetrar nas zonas onde existe biopolimero, impossibilitando a

utilizacdo destas imagens para a caracteriza¢do das células.

3.3.2. Determinac¢ao da curva de calibracdo do numero optimo de diluicoes em

funcio da densidade 6ptica e do peso seco.

De seguida determinou-se uma curva de calibracdo para o numero de diluicOes
necessarias na fase prévia a obtencdo das imagens, a partir dos valores de CDW e de DOgyonm
para todas as amostras observadas das experiéncias 2 e 3. O objectivo da obtencdo desta
curva de calibracdo é facilitar experiéncias futuras, pois como é necessario ter um
determinado numero de células por campo (20 — 100) (Pascaud et al., 2009), se for possivel ter
uma estimativa da diluicdo necessaria para que isso aconteca, optimiza-se bastante o tempo
dispendido na preparagdo da amostra para visualizagdao, gastando também menos material e

reagentes.

Para a experiéncia 2 a curva de calibracdo (Figura 3.19) obtida ndo mostra nenhuma
tendéncia claramente definida. A Unica conclusdo que se pode retirar do grafico obtido é que,
efectivamente, o numero de diluicGes necessarias aumenta com o aumento de DOgynm, NO

entanto o tipo de relacdo entre as duas grandezas ndo é claro.

Na experiéncia 3, usando os quatro pontos experimentais disponiveis, obteve-se a curva
representada na Figura 3.20. Neste caso, aparentemente, existe uma relagdo logaritmica bem
definida entre as duas grandezas. No entanto, a existéncia de apenas quatro pontos e a

ocorréncia dos problemas ja descritos nesta sec¢do durante a experiéncia com a consequente
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diminuicdo do crescimento celular fazem com que esta conclusdo careca de fundamentagao

solida.

Diluigdo éptima (n=40)
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Figura 3.19 — Numero de diluicdes a fazer em fung¢do de DOgy.m para a totalidade das amostras das

experiéncias 2.
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Figura 3.20 - Curva de calibragdo de diluicdes a partir de DOggonm para a totalidade das amostras das

experiéncias 3 e respectiva regressao logaritmica.

Dado que ndo foi possivel tirar conclusdes sélidas a partir dos dados de cada uma das

experiéncias, tentou definir-se uma relagdo usando todos os dados disponiveis das duas

experiéncias em questdo (Figura 3.21). Mais uma vez, ndo foi possivel determinar uma relacdo
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consistente entre as duas grandezas, sendo apenas possivel balizar com alguma incerteza a

dependéncia do nimero de dilui¢Ges necessdrias relativamente ao valor de DOggonm medido.

No entanto uma andlise mais detalhada aos primeiros seis pontos do grafico (Figura 3.22
e Figura 3.23) permitiu outro tipo de conclusdes. Assim sendo, é possivel verificar que para
valores de DOgynm até aproximadamente 40 é possivel prever com algum grau de sucesso o
numero diluicGes necessarias de forma a obter um nimero de células por campo dentro do
definido como razoavel na Secg¢do 2.3.1. Na Figura 3.22, a regressao logaritmica efectuada aos
pontos em questdo ajusta-se razoavelmente, fornecendo um bom ponto de partida para
outros trabalhos. Ja a regressdo linear apresentada na Figura 3.23 ndo apresenta uma

correlacao tao boa em relagdo aos pontos experimentais.

Curva de Calibragao de Dilui¢oes
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Figura 3.21 — Numero de diluicdes a fazer em fung¢do de DOgqy,m para a totalidade das amostras das

experiéncias 2 e 3.

O mesmo tipo de estudo descrito anteriormente foi repetido, tentando-se desta vez
relacionar o nimero de diluicdo a fazer com as medidas obtidas para CDW. O comportamento
das curvas relativas as experiéncias individuais é em tudo semelhante ao descrito
anteriormente para a relagdo com DOgyonm- A semelhanca dos resultados era expectavel a
partida, uma vez que as grandezas DOgynn € COW geralmente apresentam um grau de

correlagao significativo.
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Figura 3.22 - Regressdo logaritmica aos primeiros pontos da curva de calibragdo de diluicdes a partir

de DOgyonm (Figura 3.21).
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Figura 3.23 - Regressao linear aos primeiros pontos da curva de calibragcdao de diluigées a partir de

DOggonm (Figura 3.21).

Neste trabalho as indicagdes recolhidas durante a andlise das amostras da experiéncia 2
foram utilizadas para tentar prever as diluicGes necessdrias fazer para as amostras da
experiéncia 3. Verificou-se que para valores de DOgynm até cerca de 30, a diluicdo prevista
geralmente era adequada, sendo que acima desses valores, o numero de células por campo

era um pouco diferente do esperado, embora fosse possivel utilizar a Figura 3.21 para definir
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um intervalo para o numero de diluicdes a fazer para as amostras com DOgy,m Superior a 30.
Esta ocorréncia estd perfeitamente de acordo com o que se verificou na fase em que se tentou

determinar relagdes entre as duas variadveis, atras nesta seccao.

Desta forma é importante em trabalhos futuros aprofundar este tipo de estudos,
tentando trabalhar com mais pontos experimentais provenientes de experiéncias sem
problemas de maior no que diz respeito a alteragdes inesperadas da concentragao celular,
possibilitando assim definir modelos simples de correlagdo que podem depois evoluir para
modelos mais complexos. O importante sera determinar se é possivel desenvolver um modelo
que consiga prever as diluicdes a fazer as amostras para experiéncias diferentes, ou se pelo,

contrario, s6 é possivel fazer este tipo de previsGes para experiéncias muito parecidas.

3.3.3. Determinacao da concentracio celular através de analise de imagem

Apds a andlise das imagens obtidas para as experiéncias 2 e 3 obtiveram-se os

resultados listados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Concentragdo celular determinada através de analise de imagem, para as experiéncias 2 e 3.

Amostra ‘ Tempo (h) | Concentragio Celular (n.2 cel/ml)
Experiéncia 2
t7 9.77 3.40E+09
t10 14.67 8.86E+09
t12 16.92 8.93E+09
t23 31.47 4,11E+10
t25 37.02 3.10E+10
t35 55.38 1.97E+10
t41 57.58 1.79E+10
Experiéncia 3
t5 5.45 3.81E+09
t12 19.5 1.13E+10
t16 23.57 1.03E+10
t46 43.67 1.61E+10

Nas Figura 3.24 e Figura 3.25, é possivel observar a variagcdo da concentracdo celular
ao longo do tempo, para cada uma das experiéncias, assim como o erro associado a cada

amostra.
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Figura 3.24 - Varia¢ao da concentragao celular ao longo do tempo para a experiéncia 2.

1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4

[Cel] x 10 2 (n cel/ml)

0.2
0.0

Experiéncia 3

70

[ |

10 20 30 40

Tempo (h)

Figura 3.25 - Varia¢do da concentragao celular ao longo do tempo para a experiéncia 3.
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Na Figura 3.24 observa-se um aumento da concentragdo celular até cerca das 30 horas

de experiéncia, sendo que, a partir desse momento, se dd uma diminuicdo na concentragdo

celular.
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J4& na Figura 3.25 observa-se uma tendéncia de crescimento da concentragao celular
durante todo o tempo da experiéncia, exceptuando os dois pontos centrais, entre os quais ndo
ha uma diferenca significativa. E importante referir que em qualquer dos casos, o erro da
estimativa ndo é grande o suficiente (erro médio inferior a 7%) para afectar as tendéncias
identificadas, permitindo concluir que o método funciona desde que se trabalhe com um
numero suficiente de campos em cada amostra. Assim, verifica-se que os 20 campos definidos
no inicio (Mesa et al., 2003) sdo suficientes para ter resultados com um erro padrdo pequeno e

que ndo invalida o método.

Apds a obtencdo destes resultados analisou-se o comportamento da concentragdo
celular ao longo do tempo em conjunto com outras medidas relativas as experiéncias, mais

precisamente, com CDW e DOgyonm (Pais, Tese em Curso).
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Figura 3.26 - Variagao de In (CDW), In (DOggonm) € In ([Cel]) ao longo do tempo para a experiéncia 2.

De acordo com a Figura 3.26 e a Figura 3.27 é possivel verificar que a fase de
crescimento exponencial da concentragcdo celular coincide com as fases exponenciais das
restantes grandezas (CDW e DOggonm), © que indica que o método utilizado para quantificagdo

celular funciona e é valido para as condi¢Oes deste estudo.

Analisando mais detalhadamente cada experiéncia é possivel observar que na
experiéncia 2 (Figura 3.26) o andamento da curva da concentragdo celular acompanha sem
grandes desvios o andamento das restantes curvas. Nesta experiéncia o final da fase

exponencial acontece por volta das 30 horas, visivel nas curvas da concentracdo celular e de
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CDW. Apenas a DOgyonm termina a fase exponencial um pouco mais cedo, no entanto, a

tendéncia desta curva é um pouco indefinida entre as 25-35 horas de experiéncia.
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Figura 3.27 - Variagdo de In (CDW), In (DOggonm) € In ([Cel]) ao longo do tempo para a experiéncia 3.

A partir do final da fase exponencial, a curva da concentragao celular comporta-se de
uma forma mais semelhante a curva correspondente a DOggonm, Mostrando, tal como esta,
uma tendéncia para diminuir nas horas finais da experiéncia, ao contrario de CDW, que nesta
fase aumenta um pouco, apds uma certa estabilizagdo nas horas antes. A falta de pontos
experimentais para a concentragao celular entre as 37 horas e as 55 horas ndo permite
perceber qual a tendéncia que essa grandeza tem nesse espac¢o de tempo, ou seja, se decresce
linearmente até as ultimas horas, ou se se comporta como DOgy,m Mantendo-se constante

durante algum tempo e diminuindo apenas no final.

Na experiéncia 3, levando em conta o comportamento das curvas de CDW e
DOgoonm,eXiste uma fase em que o crescimento celular foi interrompido e inibido, entre as 20
horas e as 25 horas. Este facto podera ser devido a uma sobrepressdo do bioreactor, que foi
documentada na altura em que decorreu a experiéncia (Pais, Tese em Curso), e que comegou a
ser detectada pouco tempo antes de se verificar este comportamento. Se analisarmos o
comportamento da curva da concentragao celular podemos observar que também nesta fase
existe uma estagnacdo do seu aumento, até ai evidente. Apesar de sé terem sido adquiridos 4

pontos experimentais, estes encaixam na tendéncia evidenciada pelas outras grandezas.
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E importante referir que na experiéncia 3, ao contrario do que aconteceu para a
experiéncia 2, e tal como ja foi referido na sec¢do 2.3, as amostras nao foram tratadas em
condigbes de esterilidade, e que esse facto ndo se mostrou relevante para a qualidade das
imagens obtidas e que também nao foi identificada qualquer contaminacdo das amostras. O
facto de nao ser impreterivel trabalhar em condicGes de esterilidade permite que se tratem

amostras de forma ainda mais rapida.

Nesta fase do trabalho definiu-se como prioridade estudar mais experiéncias, no sentido
de estudar a reprodutibilidade dos resultados e do método utilizado. Assim analisaram-se
amostras provenientes de mais duas experiéncias, as experiéncias 4 e 5. No entanto,
ocorreram problemas que impossibilitaram a obtencdo de resultados que pudessem ser

utilizados.

Na experiéncia 5, existiu uma acumula¢do de biopolimero superior as verificadas nas
experiéncias anteriores (mais de 30% p/p para a maioria das amostras - resultados em Anexo)
gue provavelmente contribui para um aumento da fragilidade das células. No entanto nao foi
totalmente esclarecido se essa seria a causa da fragilidade das células, pois esta também pode
ter sido provocada por excesso de metabolitos no interior ou no exterior das células ou pelo
excesso de lactose no meio. No final da experiéncia foi possivel verificar através da inspec¢ao
visual do bioreactor a existéncia de deposicdo de detritos originados pela lise celular no fundo
do reactor, mostrando que a grande maioria das células ja estava destruida. Este facto
impossibilitou a obtengdo de imagens passiveis de ser analisadas, sendo que dois exemplos do
gue se observou para estas amostras podem ser observado na Figura 3.28. Como se pode
verificar, é quase impossivel individualizar uma célula no meio de toda a débris celular que se
encontra nas imagens, o que tornou impraticavel a sua contabilizacdo, caracterizacdo ou

qualquer outro tipo de analise através de andlise de imagem.

A maior acumula¢do de biopolimero pode ser uma justificagdo insuficiente para os
resultados obtidos, pois mesmo nas amostras com menor concentra¢cdo as células ndo
resistiram aos métodos utilizados, nomeadamente ao processo de filtragdo, e que ja tinham
fornecido resultados bem mais satisfatorios. No entanto, ndo foi possivel verificar qual a razao
concreta que provocou o aumento de fragilidade das células mesmo nas amostras com menos
biopolimero. Colocou-se a hipdtese de ser resultado de uma fixagdo ineficaz, devida a uma
degradacdo do agente fixante (formaldeido), mas uma observagdo das amostras com menos
biopolimero sem recurso a filtragdo nem fluorescéncia permitiu descartar esta possibilidade,

uma vez que se verificou que as células mantinham a sua integridade.
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Figura 3.28 — Resultados das observagGes realizadas a amostras da experiéncia 5.

Na experiéncia 4 os resultados obtidos foram bastante semelhantes aos verificados para
a experiéncia 5 (Figura 3.29), no entanto as causas dos mesmos foram distintas dado que nesta
experiéncia ndo existiu uma acumulacdo de biopolimero superior as verificadas nas
experiéncias 2 e 3, pois apesar de ndo existirem valores para amostras observadas, amostras
posteriores nunca ultrapassaram os 40% em polimero. Neste caso suspeita-se que uma
descongelacdo ocorrida no congelador onde as células foram conservadas até a observacgao
terd originado uma degradacdo das células que as tera enfraquecido até ao ponto de nao
resistirem ao processo de filtracdo. De resto, ndo foi possivel determinar outras causas que

explicassem os resultados observados.

Figura 3.29 - Resultados das observagées realizadas a amostras da experiéncia 4.
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3.3.4. Determinacao da concentracdo de PHB através de andlise de imagem

Apds o processamento na aplicacdo CellC das imagens relativas ao biopolimero e das
imagens originadas pela soma, obtiveram-se os seguintes resultados para a concentragdo

volumétrica de polimero.

A Figura 3.30 mostra que ndo existe uma tendéncia definida para a variagdo da
concentra¢do volumétrica de PHB ao longo da experiéncia 2, embora pare¢a que apds uma
fase de aumento mais pronunciado nas primeiras 20 horas, a concentracdo se manteve mais

ou menos constante ao longo da experiéncia.

Experiéncia 2

35%

30%

25% T

20%

}
15% }

10% }

o
o

% PHB (v/v)

5%

O% T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo (h)

Figura 3.30 - Variacdo da concentragao volumétrica de PHB, determinada por andlise de imagem, ao

longo do tempo para a experiéncia 2.

Na experiéncia 3 (Figura 3.31) também ndo existe uma tendéncia definida para o

comportamento da concentragdo volumétrica de PHB.

Um aspecto importante que pode ser retirado da Figura 3.30 e da Figura 3.31 é que o
erro padrdao na grande maioria dos pontos ndo é significativo (o erro médio é 2%), o que
permite afirmar que se pode quantificar a concentracdo volumétrica de PHB nas células
através deste método e que a observacgdo de 10 pares de imagens é suficiente. No entanto, o
facto de existirem alguns pontos com um erro associado maior em ambas as experiéncias pode
indicar que no futuro poderd ser importante estudar condi¢Ges que permitam obter mais

pares de imagens, o que implica mais cuidados no que diz respeito a conservagao da
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fluorescéncia dos corantes utilizados, pois é necessdrio despender mais tempo ao microscépio

para adquirir as imagens.

Experiéncia 3
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Figura 3.31 - Variacdo da concentra¢ao volumétrica de PHB, determinada por analise de imagem, ao

longo do tempo para a experiéncia 3.

Para tentar perceber se existiria uma possivel relacdo entre a concentracdo volumétrica
obtida através de analise de imagem com a concentragdo massica obtida por cromatografia
gasosa (Pais, Tese em Curso), representaram-se ambas em fun¢do do tempo (Figura 3.32 e

Figura 3.33).

Devido a impossibilidade de garantir que a densidade do biopolimero e a densidade das
células se mantém constantes ao longo do tempo da experiéncia, assim como a inexisténcia de
literatura sobre a sua possivel variacdo, qualquer tentativa de relacionar as duas medidas de
concentracgdo de biopolimero disponiveis pode ser incorrecta. No entanto, assumindo que ndo
existem grandes variagGes nas densidades referidas, o que é razoavel, esperar-se-ia a partida
que o comportamento de ambas as concentragées fosse semelhante ao longo do tempo.
Analisando tanto a Figura 3.32 como a Figura 3.33 é possivel verificar que cerca de metade dos
valores referentes a concentragdo mdssica obtida por cromatografia gasosa sdo semelhantes
ou estdo no intervalo do erro em relagdo aos valores de concentragao volumétrica obtidos por
anadlise de imagem. No que diz respeito as tendéncias evidenciadas pelas curvas de ambas as
concentragdes nas duas experiéncias, ficou demonstrado que o andamento da concentragao

volumétrica é idéntico ao andamento da concentracdo massica.
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Figura 3.32 - Variacdo das concentra¢des volumétrica e massica de PHB ao longo do tempo para a

experiéncia 2.
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Figura 3.33 - Variagdo das concentra¢des volumétrica e massica de PHB ao longo do tempo para a

experiéncia 3.

As imagens que sdo obtidas nesta fase do trabalho podem ainda servir para analisar o
decorrer de experiéncias semelhantes, no que diz respeito a distribuicdo da acumulagdo de

PHB na populagdo celular, o que permite tirar conclusGes acerca da viabilidade da experiéncia.
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3.3.5. Caracterizacio das células através de analise de imagem

A Tabela 3.2 apresenta os resultados obtidos para a caracterizacdo das células através

de analise de imagem.

Tabela 3.2 - Resultados da caracterizacdo das células através de analise de imagem.

Amostra | Tempo (h) | Volume Celular Médio (um®)| Biovolume (cm® cel/dm®)
Experiéncia 2
t7 9.8 0.68 2.30
t10 14.7 1.03 9.15
t12 16.9 1.50 13.36
t23 31.5 1.26 51.73
t25 37.0 1.18 36.64
t35 55.4 2.12 41.72
t41 57.6 1.31 23.47
Experiéncia 3
t5 5.5 0.92 3.50
t12 19.5 0.63 7.18
tie 23.6 1.01 10.38
ta6 43,7 1.29 20.75

A Figura 3.34 e a Figura 3.35 apresentam a evolucado do peso seco, do volume celular e
da concentragdo celular ao longo do tempo para as experiéncias 2 e 3. O objectivo da
representacdo destas trés grandezas simultaneamente é tentar perceber como se influenciam
umas as outras de forma a compreender mais aprofundadamente a relacdo entre a

concentracao celular e CDW.

Analisando a Figura 3.34, é possivel verificar que numa primeira fase, correspondente
aos trés primeiros pontos experimentais, o aumento de CDW é sobretudo devido a um
aumento do volume celular médio. Nos dois pontos seguintes existe um decréscimo do
volume celular médio, no entanto o grande aumento verificado a nivel da concentragdo celular
explica o porqué de CDW aumentar. No penultimo ponto ocorre também uma relagdo logica
entre as grandezas dado que, apesar da diminuicdo da concentracao celular, o aumento do
volume celular médio explica o aumento verificado em CDW. Apenas no ultimo ponto
experimental as grandezas em questdo ndo se comportam de forma coerente com os
restantes, pois o valor de CDW é muito superior ao expectdvel para os valores

correspondentes de concentracdo celular e volume celular médio.
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Figura 3.34 - Variacdo do volume celular médio, CDW e concentragdo celular ao longo do tempo para

as amostras da experiéncia 2.

Para a experiéncia 3 (Figura 3.35) a existéncia de poucos pontos experimentais ndo
permite uma analise tdo detalhada como a efectuada anteriormente, embora as grandezas em
questdo se comportem de forma coerente nos pontos experimentais analisados. No entanto, o
Unico factor de aumento de CDW evidente neste caso é a concentragdo celular, uma vez que o

volume celular médio ndo varia significativamente nos trés primeiros pontos experimentais.

De seguida verificou-se se a acumulagdao de PHB e o volume celular médio teriam
alguma relacdo especifica (Figura 3.36 e Figura 3.37). Foi utilizada a concentracdo massica de
PHB obtida por cromatografia gasosa por se tratar de um método ja estabelecido e
comprovado em detrimento da analise de imagem que ainda carece de validagdo. Se para a
experiéncia 2 (Figura 3.36) o aumento de PHB parece estar relacionado com o aumento do
volume celular médio, ou vice-versa, ja para a experiéncia 3 (Figura 3.37) a distribuicdo dos
poucos pontos experimentais ndo permite concluir a existéncia de qualquer relacdo entre as
duas grandezas. No entanto, isto pode apenas indicar, por exemplo, que na experiéncia 3, o
crescimento celular ocorreu de uma forma diferente do crescimento celular na experiéncia 2. E
exactamente neste tipo de andlise que o estudo da variacdo do volume celular ao longo de
uma fermentagao pode ser importante, ou seja, na caracteriza¢do das fases de crescimento da
cultura, e na sua relagdo com a forma como uma fermentag¢do decorre, tendo em conta o seu

propdsito.

64



Normaliza¢ao

¢ Concentragdo Celular  m Volume celular médio 4 CDW

1.20
1.00 I
0.80 ]

T ¢
0.60 1 I
0.40

E 3
0.20

A A
O.oo IA T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tempo (h)

Figura 3.35 - Variagdo do volume celular médio, CDW e concentragdo celular ao longo do tempo para

as amostras da experiéncia 3.
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Figura 3.36 - Varia¢ao da % massica de PHB em fun¢do do volume celular médio para a experiéncia 2.
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Experiéncia 3
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Figura 3.37 - Varia¢ao da % massica de PHB em fun¢do do volume celular médio para a experiéncia 3.
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4. Conclusoes

Tendo em conta as amostras a analisar, determinou-se que a concentracao final de DAPI
de 10 pg/ml é adequada e que a melhor maneira de fixar as amostras previamente a
observagdo é com uma concentragao final de 5% de formaldeido, com posterior conservagao
no congelador a -20 2C. Este método foi o Unico que permitiu a obtencdo de imagens com
qualidade suficiente para a aplicagdo do método de analise de imagem, nao existindo qualquer
aglomeragdo nas amostras e permitindo uma eficaz penetracao dos corantes, problemas que
existiram singularmente ou em conjunto em todos os outro métodos avaliados. Para além

destes aspectos, este método é também o mais rapido a nivel de execucao.

Verificou-se que ndo existe uma relagdo linear ou logaritmica entre o nimero de
diluicbes a fazer e DOgyynm OU CDW vdélida para um largo espectro de valores. No entanto, os
resultados obtidos permitiram estabelecer relagGes logaritmicas para alguns intervalos de
valores e deixam antever que no futuro sera possivel chegar a essa calibracdo para uma gama
alargada de valores e perceber se a calibracdo sera valida para experiéncias independentes e
diferentes. As relacGes estabelecidas neste trabalho permitiram estimar com sucesso as
diluicdes necessdrias para amostras com valores de DOgynm € CDW incluidos nas gamas de
valores onde as rela¢des sao validas e permitiram definir um intervalo para as dilui¢cdes a fazer

para as amostras fora da gama de validade das relagdes estabelecidas.

7

A determinacdo da concentracdo celular através do recurso a andlise de imagem ¢é ja
uma técnica bastante fundamentada. Apesar de se ter verificado que o DAPI ndo penetra nos
locais onde existe PHB, foi possivel aplica-la com sucesso. Os resultados obtidos recorrendo a
andlise de imagem para a concentracdo celular mostraram-se coerentes com aquilo que se
verificou com as outras grandezas que traduzem o andamento das experiéncias,
nomeadamente a DOgynm € COW. Para além disso, o erro associado as medidas feitas por
anadlise de imagem (o erro médio é inferior a 7 %) também indica que se pode aplicar este
método para quantificar células provenientes de experiéncias de acumula¢do de PHB. Desta
forma, o método seguido e a aplicacdo informatica utilizada, o software CellC, parecem ser
adequados para este tipo de aplicagdao. No que diz respeito a aplicagdo CellC, demonstrou ser
eficiente no tratamento e andlise das imagens obtidas, sendo, no entanto, sensivel a correcta
afinacdo dos pardmetros de separacdo de células agregadas e de remocdo de objectos que
constituem ruido. Ficou demonstrado que esta afinagdo deve ser efectuada com algum
cuidado e atencdo para cada batch de imagens a analisar, de forma a ndo obter resultados que

ndo correspondam a realidade. O facto de o DAPI ndo penetrar nas zonas onde existe
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biopolimero também afectou a capacidade da aplicagdo CellC em segmentar e contabilizar
correctamente as células, embora a forma como os resultados obtidos por analise de imagem
se relacionam com os dados de DOgypnm € CDOW demonstre que a incorrec¢do ndo é

significativa.

Os problemas que surgiram numa fase inicial e que afectam de forma determinante a
viabilidade da andlise de imagem, nomeadamente a existéncia de bolhas de ar nas membranas
no momento da observa¢do ao microscdpio, a existéncia de zonas preferenciais de filtracdo
devido a uma distribuicdo ndo homogénea do vdcuo e a destruicdo das células durante a
filtragdo, foram resolvidos com sucesso através do recurso a colocagdo de éleo de imersdo
entre a lamela e a membrana com as células da amostra, através da utilizacdo de um filtro
sobre o suporte do kitasato para homogeneizar o vacuo e através da diminui¢cdo do vacuo para

um valor minimo que permita a filtracao das células, respectivamente.

No que diz respeito a determinacdo da concentracdo de PHB nas células os resultados
obtidos permitem concluir que é possivel quantificar a concentragdo volumétrica de PHB.
Conseguiu-se desenvolver com sucesso um método que permite analisar para a mesma
amostra as células e os graos de polimero, através de double-staining com DAPI e Azul de Nilo,
que consiste numa incubagdo da amostra com Azul de Nilo durante 10 minutos a 56 2C, e a
adicdo posterior do DAPI. Os resultados obtidos, na forma de percentagem volumétrica, para
as amostras disponiveis, mostraram, de uma maneira geral, um comportamento semelhante
aos obtidos, na forma de percentagem madssica, através de cromatografia gasosa. O erro
associado as medidas feitas por analise de imagem (erro médio de 2%) também indica que se
pode aplicar este método para quantificar a concentragdo volumétrica de PHB. As imagens
obtidas nesta fase do trabalho também poderao permitir no futuro uma andlise qualitativa da
distribuicdo da acumula¢do do biopolimero na populacdo celular, o que pode ser mais uma

forma de monitorizar e controlar as fermentacgdes.

No entanto, ficou demonstrado que a viabilidade do método, aplicado quer para
quantificar a concentra¢do celular, quer a concentragdo volumétrica de biopolimero, esta
dependente da resisténcia das células ao stress a que sdo sujeitas desde a fixacdo das
amostras até a sua observagcdo ao microscépio, e que a resisténcia das células pode estar

relacionada com a concentrag¢do de biopolimero, ou das condi¢es da fermentagao.

A caracterizacdo das células, permitiu estabelecer relacdes entre o volume celular médio
e os resultados da concentragao celular e de CDW. Os comportamentos destas trés grandezas

foi coerente quando comparadas entre si para a generalidade das amostras observadas. Nao
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foi possivel determinar qualquer relagdo entre a concentracdo de PHB e o volume médio
celular, embora numa das experiéncias estudadas exista uma tendéncia para que a
concentragdo massica de PHB aumente conforme o volume celular médio aumenta. Esta parte
do trabalho demonstra que a andlise de imagem pode ser usada para monitorizar e
caracterizar o crescimento celular e também a acumulacdo de PHB ao longo de uma

fermentacao.

Como conclusdo geral, conseguiu-se cumprir os objectivos inicialmente propostos, pois
desenvolveu-se, com sucesso, uma técnica de andlise de imagem que permite a determinagao

das concentracées volumétrica de PHB e de células.
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5. Perspectivas Futuras

Ao nivel de futuros desenvolvimentos do que foi realizado neste trabalho, existe uma
grande variedade de assuntos que podem ser investigados numa perspectiva de continuidade.
Se para a determinacado da concentracao celular o trabalho futuro passa sobretudo por uma
optimizacdo do método tendo em conta o tipo de amostras que sdo analisadas e posterior
verificacdao da reprodutibilidade de resultados, para a determina¢do da concentragdo de PHB
existem mais aspectos a desenvolver. Neste caso particular os passos seguintes de
desenvolvimento podem envolver ndo sé a parte laboratorial, mas também podem ser feitos
avancos ao nivel do software. Desta forma, a nivel laboratorial é necessario optimizar o
método de forma a contornar os problemas de fragilidade das células encontrados para as
amostras com maior conteddo em polimero. Parte da solugdo para este problema pode
também passar por alteracdes na maneira como se aborda o problema, nomeadamente pelo
estudo da possibilidade de medir a concentracdo de polimero mesmo quando as células
perdem a sua integridade. E ainda possivel facilitar um pouco o trabalho para o utilizador da
aplicacdo CellC através de diversas alteracGes no software. Assim, é de ponderar a integracdo
da soma das imagens relativas ao polimero e ao restante conteudo celular na aplicacéo,
evitando um passo manual prévio. Também é aconselhdvel adaptar o conjunto de op¢des
disponiveis e o proprio aspecto da interface tendo em conta a especificidade dos passos em
causa neste trabalho. Seria assim interessante visualizar na interface as trés imagens
envolvidas no passo prévio de soma e integrar no cddigo da aplicagdo as operagdes que se
fazem, actualmente, apds o processamento da imagem, para que os ficheiros que contém os

resultados mostrassem imediatamente o contelido em polimero da amostra em questdo.

Olhando um pouco mais para a frente no tempo e aproveitando as possibilidades
oferecidas pela analise de imagem em relacdo a caracterizacdo morfoldgica das células, seria
também interessante tentar relacionar as caracteristicas morfolégicas medidas com o
acumulagao de biopolimero ou até com velocidades de crescimento celular ou de consumo de
nutrientes, de forma a efectuar uma caracteriza¢ao do crescimento celular e da acumulagdo de
biopolimero mais aprofundada. Existe também a possibilidade de fazer uma caracterizagao de
uma populagdo celular no que diz respeito a distribuicdo da acumulagao de biopolimero nessa
populagdo, no entanto, isto implica desde logo o desenvolvimento de ferramentas
informaticas préprias para o efeito, ou alteragdes profundas naquela que foi utilizada neste

trabalho.
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Serd também natural a evolugdo destes métodos para a aplicagdo em culturas mistas,
utilizando outros corantes ou técnicas que envolvam FISH, de forma a possibilitar a
diferenciacdo de populagdes, e a caracteriza-las individualmente quer a nivel morfolégico,

quer a nivel de concentracgdo celular especifica.
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Anexos

Tabela A.1- Dados da experiéncia 1 (Pais, Tese em Curso).

Tempo (h) DOgoonm cow (E/L) [PHB] (§/I) %PHB (p/p)
0.00 0.14 2.80
0.00 0.16 3.03 0.23 7.57
1.87 0.26 4.50
2.88 0.33 5.78
3.88 0.38 5.82 0.14 2.33
5.13 0.41 6.38 0.17 2.60
5.78 0.42 5.75
5.85 0.62 5.08
7.13 1.21 6.19
7.80 1.74 5.87
8.43 1.96 5.62 0.81 14.45
9.00 2.10 5.64
10.00 2.22 6.33 0.82 13.00
11.15 2.62 6.01
12.22 3.26 5.87
13.07 3.78 5.78 0.82 14.27
14.17 5.10 6.29
14.67 7.00 6.49 1.23 18.90
15.10 8.25 6.33
15.65 9.25 6.30 1.08 17.12
16.75 11.35 7.85
17.53 16.90 8.93 1.61 18.00
18.13 20.60 9.93 1.15 11.61
18.62 37.40 13.35 1.80 13.44
20.63 54.40 20.37 2.95 14.48
21.63 83.50 22.38 3.12 13.94
22.63 82.00 19.65 2.40 12.22
23.67 77.50 19.36 3.17 16.36
25.02 73.50 27.17 3.69 13.59
26.13 75.00 23.89 2.73 11.41
27.13 75.00 25.21 3.43 13.62
27.93 72.50 27.92 3.95 14.16
28.60 72.00 27.54
30.95 62.00 34.07
32.63 76.00 49.29 10.55 21.40
33.22 85.00 49.59 12.05 24.30
33.65 84.50 59.48
35.08 98.00 69.21 15.36 22.20
36.70 113.50 65.87 17.40 26.42
38.77 107.50 62.04 12.98 20.92
39.97 90.50 75.93 19.23 25.32
41.33 95.50 65.63 13.95 21.26
44.77 113.00 65.17 13.25 20.33
45.92 131.00 54.89 11.70 21.32
46.92 127.50 79.77 18.68 23.42
47.88 124.00 66.05 15.22 23.04




Tabela A.2 - Dados da experiéncia 2 (Pais, Tese em Curso).

tempo (h) DOs00nm cow (§/I) [PHB] (EII) (cromatografia gasosa) | % PHB (p/p)

0.00 0.56 2.95 0.69 23.43
1.57 0.75 2.62 0.50 19.00
3.35 0.98 4.37 0.54 12.32
4.87 1.54 5.50 0.98 17.72
6.50 2.86 5.28 0.89 16.94
8.13 4.10 4.63 0.72 15.62
9.77 5.55 5.51 0.95 17.21
11.40 7.35 6.04 0.96 15.96
13.03 9.25 6.21 1.02 16.44
14.67 15.50 7.89 1.58 20.04
15.92 18.30 8.31 1.75 21.07
16.92 22.40 12.02 2.18 18.09
18.17 23.70 13.45 2.92 21.74
19.17 28.10 13.82 3.31 23.98
20.67 41.20 15.65 491 31.38
21.73 45.20 16.80 4.81 28.63
23.18 56.60 19.15 5.24 27.36
23.95 68.00 20.70 5.95 28.73
24.37 74.50 26.75 7.31 27.32
26.67 80.00 23.82 5.78 24.29
27.92 55.00 39.69 9.21 23.22
30.22 76.00 46.79 11.34 24.24
31.47 70.50 44.58 10.76 24.15
33.52 111.00 37.52 6.90 18.38
37.02 115.00 45.26 9.73 21.50
40.98 139.00 56.51 12.05 21.32
41.37 121.00 54.11 11.64 21.51
44.40 120.00 47.98 8.40 17.51
49.68 132.50 49.45 9.72 19.67
51.32 110.50 80.20 19.65 24.50
51.98 108.00 74.31 17.79 23.94
53.97 119.00 70.19 15.29 21.78
54.47 127.00 111.75 28.53 25.53
55.17 113.00 103.90 21.49 20.68
55.38 117.50 120.69 33.85 28.05
55.83 118.00 117.09

56.22 106.00 119.49

56.40 103.00 132.07 32.28 24.44
56.60 106.00 106.04 23.17 21.85
56.75 107.00 119.21 30.05 25.21
57.58 103.00 130.23 32.00 24.58
57.65 95.50 105.69 24.84 23.51
57.85 92.00 113.90 25.24 22.15
58.47 92.50 131.31 29.02 22.10
58.68 92.50 130.18 29.26 22.48
59.00 69.50 122.87 25.62 20.85
59.78 84.50 119.15 27.01 22.67
60.55 88.00 136.51 28.52 20.89
61.70 79.50 107.31 23.80 22.17




Tabela A.3 - Dados da experiéncia 3 (Pais, Tese em Curso).

Tempo (h) DOsoonm cow (§/I) [PHB] (§/I) (cromatografia gasosa) % PHB (p/p)

0.00 0.15

0.00 0.28 2.90 0.01 0.25
1.83 0.54

3.48 0.95

4.57 3.17 3.89 0.26 6.63
5.45 4.10 4.20 0.19 4.45
8.83 11.35 6.68 0.59 8.81
10.45 18.00

11.45 21.40 10.11 1.21 11.95
12.95 29.00 12.70 1.47 11.57
14.45 29.40

15.95 30.60

19.50 32.40 15.31 2.22 14.47
20.87 20.00 9.58 1.34 13.98
21.95 18.20 8.98 1.41 15.64
22.62 19.60 9.47 1.56 16.46
23.57 29.00 12.58 2.78 22.13
24.02 29.20 15.63 3.26 20.87
24.12 31.20 14.76 3.12 21.11
24.43 31.20 18.11 4.34 23.93
25.02 34.20 17.59 4.42 25.14
25.10 30.80

25.32 29.60

25.40 30.60 19.96 4.59 23.00
25.92 29.60 18.20 2.90 15.96
26.25 31.60 21.95 4.23 19.28
26.82 29.60 19.42 3.71 19.10
26.90 33.00 24.27 4.39 18.09
27.28 35.00 23.78 5.05 21.24
27.35 30.60

29.95 55.20 36.99 5.97 16.15
31.45 97.50 61.74 2.55 4.14
31.95 104.50 65.68 6.83 10.40
33.45 136.50 61.10 6.38 10.44
34.53 151.00 92.55 7.21 7.79
34.62 206.00

35.33 216.00 117.89 11.84 10.05
35.58 215.00

36.45 226.00 117.57 12.31 10.47
37.02 206.00 124.46 5.28 4.24
37.08 171.00 117.31 4.72 4.03
38.17 205.00 105.49 13.41 12.71
38.42 205.00

39.78 204.00 123.40 14.09 11.41
41.97 193.00

42.08 194.00 129.98 10.91 8.39
43.67 201.00 122.37 15.06 12.31




Tabela A.4 — Dados da experiéncia 4 (Pais, Tese em Curso).

Amostra | Tempo (h) | % PHB (p/p)
AO 0.08 -
Al 3.00 -
A2 6.17 -
A3 19.00 -
Ad 22.00 -
A5 23.83 -
A6 27.00 -
A7 42.25 -
A8 46.00 -
A9 72.00 -
B-1 0.00 -
BO 0.08 -
B1 3.00 -
B2 6.75 -
B3 18.33 -
B4 22.00 -
B5 48.00 -
co 0.17 -
C1 11.25 18.06
Cc2 15.83 18.68
c3 18.50 22.28
C4 19.08 25.36
Cc5 40.83 28.58
C6 84.58 32.26
c7 108.33 30.07
DO 0.17 -
D1 11.33 18.29
D2 15.83 27.48
D3 18.50 27.94
D4 19.08 26.20
D5 40.83 31.33
D6 84.58 35.89
D7 108.33 39.69




Tabela A.5 - Dados da experiéncia 5 (Pais, Tese em Curso).

Tempo | CDW | [PHB] | | [lactose]
| em | en |*P*| ()
0.00 |- - - 30.00

0.28 0.60| 0.13] 20.61 | 29.29
6.57 2.00| 0.66] 32.41| 23.94
9.38 3.90| 1.46]36.94| 63.50
11.38 | 5.30] - - 103.56
13.38 | 6.60| 3.25] 33.90 | 157.97
15.38 | 8.90| 3.82|32.78 | 165.96
17.63 | 13.30 | 13.24| 35.56 | 152.23
20.63 | 10.00 | 9.09 | 33.04 | 150.98
30.83 | 11.20] 11.98 | 43.18 | 127.04
33.38 | 5.00| 8.75]50.13 | 154.45
3538 | 5.60| 7.59]49.71| 117.50
3738 | 7.40| 6.33]|37.82 | 170.38
39.38 | 9.70| 8.43]|44.29 | 156.89
41.72 | 8.70| - - 19.76
45.72 | 7.30| 9.71| 41.04 | 187.07
54.72 | 14.50] 10.33 | 33.41 | 177.56
57.38 |10.50 | 10.69 | 41.12 | 182.57
59.38 | 14.10| 10.87 | 36.87 | 166.06
61.72 | 16.50 | 11.18 | 34.75 | 155.88
64.72 |16.20] 10.68 | 33.19 | 11.21
66.72 | 12.60| 9.97| 35.32 | 129.06
91.13 ] 16.80 | 13.03 | 44.46 | 137.72
114.38 | 14.20 | 15.89 | 59.92 | 173.85
130.72 | 13.70 | 16.21 | 63.02 | 270.28




	Resumo
	Abstract
	Nomenclatura
	Abreviaturas
	Índice de Figuras
	Índice de Tabelas
	Introdução geral
	Relevância do estudo e objectivos
	Biopolímeros como substitutos dos polímeros sintéticos - Polihidroxialcanoatos
	Microscopia de fluorescência
	Análise de imagem – aquisição, processamento e análise de imagem

	Materiais e Métodos
	Fermentações e determinação de peso seco, densidade óptica e concentração de PHB
	Fermentações
	Amostragem
	Determinação de peso seco e densidade óptica a 600 nm
	Determinação de concentração de PHB

	Análise das condições de utilização dos corantes
	Determinação da concentração óptima de DAPI
	Análise das condições de realização de double-staining com DAPI e Azul de Nilo

	Fixação das Amostras
	Análise da eficiência dos métodos de fixação.

	Desenvolvimento do método de análise de imagem.
	A aplicação CellC
	Determinação da concentração celular através de análise de imagem
	Determinação da curva de calibração do número óptimo de diluições em função da densidade óptica e do peso seco.
	Determinação da concentração de PHB através de análise de Imagem.
	Caracterização das células através de análise de imagem.


	Resultados e Discussão
	Análise das condições de utilização dos corantes
	Determinação da concentração óptima de DAPI
	Análise das condições de realização de double-staining com DAPI e Azul De Nilo

	Análise da eficiência dos métodos de fixação
	Desenvolvimento do método de análise de imagem.
	A aplicação CellC – Resultados da segmentação de imagem
	Determinação da curva de calibração do número óptimo de diluições em função da densidade óptica e do peso seco.
	Determinação da concentração celular através de análise de imagem
	Determinação da concentração de PHB através de análise de imagem
	Caracterização das células através de análise de imagem


	Conclusões
	Perspectivas Futuras
	Bibliografia
	Anexos

