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RESUMO

O processo de remocdo bioldgica de fosforo, em estacdes de tratamento de aguas
residuais, € um processo efetuado por culturas mistas contendo organismos acumuladores
de polifosfatos (PAO) e de glicogénio (GAO). No decurso deste processo 0s microrganismos
podem formar inclusbes de glicogénio, polihidroxialcanoatos (PHA) e polifosfatos (poli-P).
Neste processo, € fulcral monitorizar o metabolismo intracelular para determinar a sua
eficiéncia. Contudo, a sua monitorizagao, realizada através de analise quimicas em diferido,
€ laboriosa e morosa. Deste modo, existe uma clara necessidade do desenvolvimento de
métodos mais expeditos, como metodologias de analise de imagens, para a monitorizacao
destes polimeros intracelulares. Estas técnicas foram implementadas neste estudo,
encontrando-se, no caso da determinacdo da concentragdo intracelular de poli-P, em fase
de desenvolvimento dos protocolos de coloracdo e aquisicdo de imagens. Para a
determinacdo da concentracdo intracelular de glicogénio, foi obtida uma boa correlacédo
inicial. Na determinacdo da concentracdo intracelular de PHA, este estudo foca-se na
otimizacdo dos protocolos de coloracdo e no desenvolvimento do programa de analise de
imagem.
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1 INTRODUCAO

O processo de remocdo bioldgica de fosforo, em estacdes de tratamento de &guas
residuais, € um processo efetuado por culturas mistas contendo organismos acumuladores
de polifosfatos (PAO) e de glicogénio (GAO). No decurso deste processo 0s microrganismos
podem formar inclusbes de glicogénio, polihidroxialcanoatos (PHA) e polifosfatos (poli-P).
Neste processo, € fulcral monitorizar o metabolismo intracelular para determinar a sua
eficiéncia. Contudo, a sua monitorizacdo, realizada através de analise quimicas em diferido,
é laboriosa e morosa. Deste modo, existe uma clara necessidade do desenvolvimento de
métodos mais expeditos para a monitorizacdo destes polimeros intracelulares, surgindo a
andlise de imagem como uma técnica promissora.

Apesar de comumente utilizadas, as metodologias tradicionais de coloracdo de poli-P por
azul-de-metileno, PHA por Negro do Sudéo e glicogénio por soluto de Lugol séo, contudo,
dificeis de implementar e extremamente dependentes de um passo de descoloracédo
meticuloso. Este fato pode limitar esta metodologia quando se trate de flocos grandes e
densos cuja descoloracédo podera ser problematica. Desta forma, o uso de metodologias de
coloracao por corantes fluorescentes especificos, como Azul do Nilo para PHA, DAPI para
poli-P e azul-de-anilina para glicogénio, pode obviar a alguns destes problemas.

Este estudo centrou-se, assim, no desenvolvimento destas metodologias de coloragéo para
fluorescéncia e dos procedimentos de aquisicdo, processamento e analise de imagens e
posterior correlagdo com os dados analiticos obtidos.

2 METODOLOGIA

2.1 Operacéao do reator e composicao da alimentacao

Para a realizacdo deste trabalho foi usado um reator descontinuo sequencial de 5 L. O
reator foi inoculado com lamas provenientes de uma estacdo de tratamento de &aguas
residuais domésticas. Foi adotada uma estratégia por ciclos de 6 h, onde durante 2 h
decorreu a fase anaerdbia, durante 3 h a fase aerbbia e 1 h para a fase de
sedimentacdo/decantacdo e descarga do efluente. Em cada ciclo, 2 L de alimentacéo
sintética (descrita abaixo), composta principalmente por acetato e ortofosfatos, foi
adicionada ao reator nos primeiros 5 min da fase anaerdbia. A solucdo de ortofosfatos
(K:HPO,4 e KH,PO,) foi preparada em separado. A caréncia quimica de oxigénio (CQO) na
alimentacéo foi de 200 mg COD L™, enquanto que a concentracéo de fosforo foi 2 mg P-
PO,¥ L. O tempo de retencéo hidraulico (TRH) e tempo de retencéo de sélidos (TRS) foi de
12 h e 8 d, respetivamente. Durante cada ciclo, a velocidade de agitagdo foi mantida a 500
rpm, com excec¢éo do periodo de sedimentacdo. Duas valvulas foram usadas para controlar
0s periodos aerobio e anaerdébio. De modo a estabelecer as condi¢cdes anaerdbias no
interior do reator foi injetado azoto a um caudal de 0,5 L min™. Durante a fase aerébia foi
fornecido ar comprimido onde a concentragdo de oxigénio dissolvido se manteve a cerca de
3 mgO, L™. O pH foi controlado a 7 durante todo o ciclo usando duas bombas associados a
um controlador doseando 0,1 M HCI ou 0,1 M NaOH. A temperatura foi controlada a 30 °C.
A composicao da alimentag&o sintética utilizada foi a seguinte (por L): 0.59 g NH,CI, 0.95 g
MgS0O,.7H,0, 0.44 g CaCl,.2H,0, 11.66 mg allyl-N thiourea (ATU, inibidor de nitrificag&o),
0.03 g EDTA, e 3.16 mL de solugédo de micronutrientes para manutengdo da biomassa. A
solucdo de micronutrientes foi previamente descrita por Smolders et al. (1994) apresentando



a seguinte composicao (por L): 1.5 g FeCl3.6H,0, 0.15 g H3BO3, 0.03 g CuS0,4.5H,0, 0.18 g
Kl, 0.12 g MnCl,.4H,0, 0.06 g Na;M00,.2H,0, 0.12 g ZnS0,.7H,0, 0.15 g CoCl,.6H,0.

2.2 Determinagao dos parametros fisico-quimicos

O sistema foi regularmente monitorizado através da avaliacdo dos seguintes parametros:
sélidos suspensos totais (SST), solidos suspensos volateis (SSV), ortofosfatos (P-PO,),
acidos gordos volateis (AGVs), azoto amoniacal (N-NH,"), nitrito (N-NO>") e nitrato (N-NO3).
A determinacdo dos SST e SSV foi realizada no final da fase aerébia em conformidade com
os procedimentos descritos no Standard Methods (APHA, 1989). As restantes analises
foram realizadas a amostras recolhidas, centrifugadas e filtradas no final das fases
anaerdbia e aerdbia. O ortofosfato foi determinado por colorimetria usando o método do
acido ascorbico presente no Standard Methods (APHA, 1989). Os AGVs foram
determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) Jasco (Jasco, Téquio,
Japéo), com injecdo automatica, detetor de UV (210 nm), uma coluna Metacarb 67H (Varian,
Palo Alto, EUA) a 60 °C. Uma solucéo de 0,005 M de &cido sulftrico (H,SO,) foi usada como
eluente, a um caudal de 0,7 mL min™ e uma presséo entre 70 e 80 kg cm™. Os ides N-NH,",
N-NO, e N-NO; foram determinados através dos métodos presentes no Standard Methods
(APHA, 1989).

Foram recolhidas também amostras de biomassa no final das fases aerébia e anaerébia
para determinacao de glicogénio, fésforo total e PHAs (incluindo poli-B-hidroxibutirato (PHB)
e poli-B-hidroxivalerato (PHV)). A biomassa recolhida em cada fase do processo biolégico foi
liofilizada durante 48 h.

O conteudo em PHB e PHV na biomassa foi determinado por cromatografia gasosa (GC)
utilizando o método desenvolvido por Smolders et al. (1994). As amostras de biomassa
liofilizada foram transferidas para tubos de vidro. Os polimeros foram esterificados com uma
solucdo HCI:1-Propanol (1,5 mL) e extraidos com diclorometano (1,5 mL), incluindo um
padréo interno (acido benzobico). A mistura foi digerida a 100 °C durante 3,5 h (Vieira, 2005).
A quantificacdo foi efetuada por cromatografia gasosa (GC) num GC VARIAN 3800 (Varian
Inc., Palo Alto, EUA) equipado com um detetor de ionizacdo de chama. Os polimeros PHB e
PHV foram separados utilizando uma coluna capilar TRWAX (30 m x 0.32 mm x 0.25 um)
(Teknokroma, Espanha), com hélio como gas de arraste. As temperaturas de injecao e do
detetor foram 220 e 250 °C, respetivamente. A temperatura inicial do forno foi de 50 °C
durante 2 min, com uma rampa 10 °C min™* até 225 °C. Os dados foram analisados usando o
software de aquisicdo e integracdo Star Chromatography Workstation v. 6.30 (Varian Inc.,
Palo Alto, EUA).

Para determinacdo do fésforo total, foi digerida biomassa em suspenséo durante 1 h a 100
°C com Na,S,0g em 0,03 M de H,SO, para converter as varias formas de fésforo para a
forma de ortofosfato (Freitas et al.,, 2009). Seguidamente usou-se 0 método colorimétrico
presente no Standard Methods (APHA, 1989).

O glicogénio foi determinado através do método de Bond et al. (1999), modificado como
descrito por Oehmen et al. (2005). Adicionou-se 2 ml de HCI 0,6 M as amostras liofilizadas e
previamente pesadas. Posteriormente procedeu-se a sua digestao durante 2 h a 100 °C.
ApoOs arrefecimento, as amostras foram centrifugadas e 1 mL do liquido sobrenadante foi
filtrado através de um filtro de membrana de 0,2 um. As amostras foram analisadas para
determinagéo de glucose por HPLC. A separagdo cromatogréafica foi realizada utilizando



uma coluna Metacarb 87H (300 x 7,8 mm) (Varian Inc., Palo Alto, EUA) nas seguintes
condicdes: fase mével 0,005 M de H,SO,, caudal de 0,6 mL min™, e temperatura da coluna
60 °C. Assume-se que a glucose determinada é procedente do glicogénio intracelular (Filipe
et al., 2001; Zeng et al., 2003).

2.3 Coloragao de polimeros intracelulares

A biomassa foi retirada no final das fases anaerObia e aerobia e fixadas com
paraformaldeido (PFA). Apés fixacdo, as amostras foram armazenadas a -20 °C em solucao
salina de tampé&o fosfato (PBS) e etanol (Manz et al., 1992; Roller et al., 1994). Os polimeros
intracelulares (PHA), foram observados utilizando coloragdo com azul de Nilo. Foram
realizados dois estudos comparativos utilizando biomassa fixada em lamina e biomassa em
suspensdo. Obteve-se um melhor resultado em microscopia para a analise quantitativa de
polimeros intracelulares usando suspensao de biomassa. Assim, a metodologia utilizada foi
adaptada a partir do método previamente desenvolvido por Ostle e Holt (1982), com
biomassa em suspensdo. 1 mL de suspensdo de células fixadas foi incubada a 55 °C
durante 10 min com 1 gota de azul de nilo. A amostra foi centrifugada a 4500 rpm durante 5
min. O depésito foi lavado com 0,9% NaCl e centrifugou-se novamente utilizando as
condicbes anteriores. O excesso de solu¢do de coloracdo foi removido utilizando 8% de
acido acético durante 1 min. Finalmente, as células foram suspensas em 0,9% NaCl. Com o
objetivo de garantir imagens de qualidade para quantificagcdo dos polimeros por analise de
imagem, recorreu-se a utilizacdo de um tissue grinder de forma a quebrar os granulos
formados durante o procedimento de coloracéo.

A acumulacdo intracelular de glicogénio foi observada usando coloracdo de azul de anilina
em biomassa suspensa. Foram também realizados dois estudos comparativos utilizando
uma solucao 4cida 2% e uma solucdo alcalina a 2% tal como descrito por Shennawy et al.
(1984). Para este estudo, os melhores resultados foram obtidos usando a solucéo alcalina
2% durante 20 min de reacao (Shennawy et al., 1984). 1 mL de células em suspenséo foi
incubada durante 20 min com 1 gota de azul de anilina. A amostra foi posteriormente
centrifugada a 4500 rpm durante 5 min. As células foram lavadas e suspensas em 0,9%
NaCl. Tal como descrito anteriormente, os granulos formados durante o processo de
coloracao foram quebrados para uma melhor quantificacdo por analise de imagem.

A acumulacao intracelular de polifosfatos (poli-P) foi observada usando coloracdo com 4-,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI). As bactérias que acumulam grandes quantidades de poli-P
sdo distinguiveis através da emissédo de fluorescéncia amarela (Aschar-Sobbi et al., 2008;
Kuroda et al., 2002, Kawaharasaki et al., 1999). Até ao momento, a concentracdo de DAPI
encontra-se ainda indefinida, uma vez que varios autores apresentam resultados distintos.
Streichan et al. (1990) verificou que elevadas concentracdes de DAPI (50 pg mL™) podem
identificar granulos de poli-P e inclus@es lipidicas, embora com problemas na fluorescéncia
do fundo. Por outro lado, Klauth et al. (2006) observou granulos de poli-P com concentragéo
de DAPI 5 pg mL™ com filtro de fluorescéncia com outras caracteristicas. Neste trabalho
testou-se a utilizacdo de uma concentracdo final de DAPI de 5 ug mL™. Inicialmente
guebraram-se os granulos de biomassa formados. 1 mL de suspensdo de células foi
incubado durante 10 min com 1 gota de DAPI. As células foram lavadas e suspensas em
agua estéril.



2.4 Microscopia de epifluorescéncia

A visualizagdo dos polimeros intracelulares foi efetuada recorrendo a um microscépio 6tico
de fluorescéncia Olympus BX51 (Olympus, Toquio, Japao) e a uma camara Olympus DP25
(Olympus, Téquio, Japédo). Para as amostras coradas com azul de Nilo, foi usado um filtro
de excitacdo de 530-550 nm e emissdo a 591 nm, com azul de anilina excitacdo de 365 -
370 nm e emisséo a 421 nm e com DAPI excitacdo de 365 - 370 nm e emissédo a 421 nm.
As imagens foram visualizadas a uma ampliacdo total de 400 vezes e adquiridas a uma
escala de RGB de 24 bits e resolugéo de 1360 x 1024 pixéis, por intermédio do software de
aquisicao Cell*B (Olympus, Toquio, Japao). A Figura 1 apresenta imagens representativas
de cada um dos trés tipos de granulos estudados.

As amostras foram previamente coradas e a aquisicdo de imagem foi efetuada em triplicado
(usando 3 laminas) recorrendo a uma micropipeta com uma ponta seccionada para garantir
a passagem dos agregados maiores. Em cada triplicado, 10 pL de amostra foram colocados
numa lamina e cobertos com uma lamela de 20 mm x 20 mm. Em cada lamina foram
adquiridas 50 imagens (na parte superior, intermédia e inferior) de modo a obter informacéao
representativa da comunidade microbiana existente no sistema. O programa de
processamento e analise de imagem utilizado neste trabalho foi desenvolvido em Matlab™
7.3 (The Mathworks, Natick, EUA).

c)

Figura 1. Imagem de granulos de PP (a), glicogénio (b) e PHA (c), ap6s coloracgédo e visualizacdo em
microscopia de fluorescéncia.



2.5 Anélise de imagem

A metodologia de analise de imagem aplicada resultou na elaboracdo de dois programas,
em Matlab™ 7.3 (The Mathworks, Natick, EUA), um respeitante a determinacdo de PHA e
outro a determinagdo de glicogénio. Para a determinagdo de PHA, a imagem RGB original
foi primeiramente separada nos seus trés canais (R — red, G — green e B — blue), sendo
apenas o canal R utilizado no processamento subsequente. Foi efetuada uma correcédo do
fundo da imagem e um pré-processamento por um filtro Tophat e um filtro Wiener,
respetivamente. As inclusées de PHA foram seguidamente determinadas através de um
processo duplo de identificagcdo de regides bem definidas e mal definidas, tendo sido
combinadas posteriormente. A imagem binaria resultante foi tratada posteriormente para
eliminacdo de detritos. Finalmente foram determinados os parametros de interesse como
intensidade total da imagem, area total de inclusGes e intensidade total e média das
inclusodes.

Para a determinacao de glicogénio, a imagem RGB original foi primeiramente convertida no
espaco L*a*b*. De modo a incrementar a distincdo entre as cores verde (inclusdes) e azul
(flocos celulares) o canal b* foi escolhido para o processamento subsequente. Foi
seguidamente efetuada uma corre¢do do fundo da imagem por um filtro de minimos na
imagem. Foram determinadas quer regides de libertacao de glicogénio quer de inclusdes de
glicogénio. As inclus@es de glicogénio foram determinadas através de um processo duplo de
identificacdo de regides bem definidas e mal definidas, tendo sido combinadas
posteriormente. As imagens bindrias resultantes (zonas de libertacdo e inclusbes) foram
tratadas posteriormente para eliminacdo de detritos. Finalmente foram determinados os
parametros de interesse como area total de libertacéo, area total de inclusdes, area total de
flocos celulares, percentagem da area de libertacdo, percentagem da area de inclusdes,
intensidade total e média das areas de libertacdo e das inclusdes.

2.6 Andlise estatistica multivariavel

A regressao por minimos quadrados parciais (PLS) pode ser entendida como um modelo
supervisionado para avaliar e monitorizar uma determinada variavel predita (Rosen, 2001).
Em PLS é crucial determinar o nimero 6timo de variaveis latentes (LVs), sendo o método de
validacdo cruzada (CV) um modo pratico e confiavel para testar o significado preditivo de
cada regressdo. Neste método, parte do conjunto de dados de treino é mantido fora do
modelo, posteriormente predito pelo modelo e finalmente comparado com os valores reais.
Neste estudo, o PLS foi utilizado, em Matlab™ 7.3 (The Mathworks, Natick, EUA), para
prever os valores da concentracdo intracelular do PHA e do glicogénio, a partir do conjunto
de dados obtido pela metodologia de analise de imagem.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo efetuado até ao presente permitiu jA obter resultados provisérios para as
metodologias referentes a identificagcdo das concentra¢des intracelulares de glicogénio e de
PHA, que serdo descritas de seguida. Em relagdo ao contetdo intracelular de poli-P, o
estudo ainda se encontra centrado no desenvolvimento dos protocolos de coloragdo e



aquisicao de imagens para estas amostras. Ndo obstante ja € possivel de visualizar estes
granulos apresentando uma tonalidade verde, diferentemente dos flocos azuis, como pode
ser comprovado pela Figura 1a.

Em relacdo ao estudo do conteudo intracelular em glicogénio, a evolugcdo da sua
concentracdo, apds as fases anaerobia e aerdbia, ao longo do decurso da experiéncia
encontra-se representada na Figura 2. Como é possivel observar, ap6s a fase aerdbia os
valores da concentracdo de glicogénio foram maioritariamente superiores aos da fase
anaerodbia. Tal fato seria de esperar, uma vez que os PAO e GAO no decurso da fase
aerdbia sintetizam glicogénio, que é subsequentemente utilizado durante a fase anaerébia
para obtencao de energia.
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Figura 2. Evolucao da concentracéo de glicogénio ([Gli]) intracelular ao longo do tempo apoés a fase
aerdbia (e) e anaerdbia (o).

A Figura 3 representa a correlacdo entre as concentracfes intracelulares predita e real de
glicogénio, obtidas a partir da analise de PLS multivaridvel ao conjunto dos dados da fase
aerObia e anaerdbia. Como demonstrado na figura, cerca de 2/3 dos dados disponiveis
foram utilizados para a determinagdo do modelo e 1/3 para a validagdo. Apesar do numero
ainda limitado de dados disponiveis, ndo permitir a obtencéo de uma correlagdo definitiva,
foi possivel determinar uma boa correlagéo (R? de 0.9154) entre os valores preditos e 0s
valores reais. Contudo, esta equivaléncia necessita ainda de ser devidamente comprovada
pela analise de um maior volume de dados.
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Figura 3. Concentracédo de glicogénio ([Gli]) intracelular predita em funcdo da real. Os pontos a cheio
(®) representam os dados do modelo e os pontos abertos (o) os dados da validagao.

No tocante ao estudo do conteudo intracelular em PHA, a evolucdo da sua concentracao,
apos as fases anaerbébia e aerébia, ao longo do decurso da experiéncia encontra-se
representada na Figura 4. Como é possivel observar, apés a fase anaerébia os valores da
concentracao de PHA foram maioritariamente superiores aos da fase aerdbia. Mais uma
vez, tal fato seria de esperar, uma vez que os PAO e GAO no decurso da fase anaerébia
sintetizam PHA, a partir de AGV, e durante a fase aerébia oxidam PHA para obtencéo de
energia.
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Figura 4. Evolugdo da concentragédo de PHA ([PHA]) intracelular ao longo do tempo apds a fase
aerodbia (e) e anaerdbia (o).



A Figura 5 representa a correlacdo entre as concentracoes intracelulares predita e real de
PHA, obtidas a partir da analise de PLS multivariavel ao conjunto dos dados da fase aerdbia
e anaerdbia. Mais uma vez, cerca de 2/3 dos dados disponiveis foram utilizados para a
determinacdo do modelo e 1/3 para a validacdo. Apesar de resultados iniciais promissores,
para um conjunto de dados limitado, em que foi possivel de obter um valor do coeficiente de
correlacéo (R?) de 0.843, este valor ndo foi confirmado para um conjunto mais alargado de
dados. De fato, para este maior conjunto de dados foi visivel que, a partir de um certo valor
de concentracdo de PHA intracelular (aproximadamente 0.8 mg/mL), esta metodologia, no
seu presente estado de desenvolvimento, ndo € ainda capaz de prever a concentracdo de
PHA intracelular. Mesmo abaixo desse valor, o valor do coeficiente de correlacdo (R? de
0.3219), para o conjunto dos dados aerébios e anaerébios, foi baixo. Se se focar a analise
apenas para os dados obtidos na fase anaerdbia (Figura 6), o valor limite para detecéo do
PHA intracelular passa a ser de aproximadamente 1.25 mg/mL e o valor do coeficiente de
correlacdo (R? de 0.5015. Contudo, apesar de uma melhoria ao nivel do valor limite para
detecao do PHA intracelular e do coeficiente de correlacdo, ndo é ainda possivel de se
prever, adequadamente, a concentracdo de PHA intracelular.
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Figura 5. Concentragcédo de PHA ([PHA]) intracelular predita em fun¢&o da real (todos os dados). Os
pontos a cheio (e) representam os dados do modelo, os pontos abertos (o) os dados da validagéo e
as cruzes os pontos que nao foram tidos em conta para a correlacao.
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Figura 6. Concentracdo de PHA ([PHA]) intracelular predita em funcdo da real (fase anaerodbia). Os
pontos a cheio (e) representam os dados do modelo, os pontos abertos (o) os dados da validagao e
as cruzes os pontos que ndo foram tidos em conta para a correlacgéo.

Analisando as imagens adquiridas pela metodologia de coloracdo das amostras para
reconhecimento dos grénulos de PHA, verificou-se que estes granulos apresentaram o
corante azul de anilina, e consequentemente puderam ser visualizados por microscopia de
fluorescéncia. Contudo, a metodologia posta em pratica até ao corrente implicou também
gue os proprios flocos apresentam um teor de azul de anilina bastante elevado, o que
prejudicou a correta identificacdo dos granulos em detrimento dos flocos. Assim, esta
metodologia encontra-se em processo de otimizacdo em duas vertentes distintas: melhoria
do passo de descoloracdo dos flocos e otimizacdo do programa de andlise de imagem para
identificacdo seletiva dos granulos.

4 CONCLUSOES

A obtencdo de metodologias de determinacédo da concentracdo intracelular de granulos de
PHA, glicogénio e PP, encontra-se em diferentes fases de desenvolvimento e otimizacao.
No tocante a determinagcdo da concentragdo intracelular de poli-P, o estudo encontra-se
ainda numa fase inicial com o desenvolvimento dos protocolos de coloragdo e aquisi¢céo de
imagens. Contudo, foi ja possivel de observar diferencas de tonalidade entre os granulos de
PP e os flocos. Em relagédo ao estudo da concentragéo intracelular de glicogénio, os dados
disponiveis sdo ainda limitados e, apesar de uma boa correlagéo inicial esta tem de ser
devidamente comprovada pela analise de um maior volume de dados. No tocante ao estudo
da concentracéo intracelular de PHA, apds a obtencdo de uma correlagdo promissora inicial,
esta nao se veio a comprovar com o aumento do nimero de dados disponivel. Deste modo,
este estudo encontra-se centrado, neste momento, ao nivel da melhoria do passo de
descoloracgdo dos flocos e otimizagéo do programa de analise de imagem para identificacédo
seletiva dos granulos.
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