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Resum

En aquest projecte s’ elamarfadogiadel llegatSacoharinggesnci a del
cerevisiaereixenten cultiu tancat En les mateixes condicions de temperat{®&@C) i agitacio

c onst ant tresdifaests @mrenimacions inicials de glucosa (150, 200 i 250Eglposa

a puntla técnica experimental de preparacio cel-lular i de medi per la posterior captura de les

imatges; es desenvolupaiaplicaunméetade anal i si d’'i matges automati't
possibilitats del programa ImageJ, per a obtenir parametres morfologics de les cél-lules. Es
procedei x a f er riade lesdadésiolstingudesx Flislresultatst minstren que per a
150g/Ldeglaosa, | a mitj ana éslaanéd eledadacnaentre gue peeas250c e | - | u |
g/L, la mitjana éfamés baixa
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Resumen

En este proyecto se estudia la influencia del meditaenorfologiade la levadura

Saccharomyces cerevisiaeeciendoen cultivo cerradoCon las mismas condiciones de
temperatura (27C) y agitacion constante se ensayan tiderentes concentraciones iniciales

de glucosa (150, 200 i 250 g/Bp pone a punto una técnica experimental de preparacion

celular y demedio para la posterior captura de las imagenes; se desarrolla y aplica un método

de analisis de imagen automatizado, explorando las posibilidades del programa ImageJ, para
obtener pardmetros morfolégicos de las células. Se procede a hacer el analisiaterp de

los datos obtenidos. Los resultados muestran que para 150 g/L de glucosa, la media del area de
las células ela mas elevada, mientras que para 250 g/L, éstka asas baja.
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Abstract

Influence of the culture medium on the morphologyS#ccharomyces cerevisg@wing in
batch cultureis studied Under the same conditions of temperature (£) and constant
shakingthree different initial glucose concentratiqd50, 200 i 250 gjlare nvestigated An
experimental techniquef cell and medium culture preparatiosestablished in order to
perform an image acquisition and a subsequent image analysis. A method using automatic
image analysis to obtain cell morphology parameters is develapedapplied using ImageJ
software.Exploratory analysis is done with the resulting datae highesaverage cell area was
found for 150 g/L of glucose while for 250 g/L this valubedowest.
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1. INTRODUCCIO
a. Saccharomyces cerevisiae
a.i. Biologia

Saccharomyces a®fisiag també conegut com a llevat de la cervesa o del pa, és un fong del
grup delsascomicets. Es un organisme unicel-lular eucariota, de forma arrodonida que es
reprodueix per gemmacio.

Els sucres son | a seva p;rlillevat éspcapac dé ferméntardee car b o
sacarosa (glucosa i fructosa), galactosa, manosa shex@n general. Pel contrari no fermenta
maltosa, lactosa ni pentoses. Pel queafanitrogen, aquest element constitueix el 10% de la

materia secgCaceres Reyna2002) | es principals fonts soén | es ¢
i segons si es vohucreixement moderat o optim necessiiant suplementaria d’aminoacids
Segons | ' apl vadestnatél microdrganisnagia,ackrvesa o Vyiels productes
desitjats de la fermentacio sén diferentBer exemple,ises vol fer pujata massa dea, el
llevat hade produr CQ en canvi , S i el gue &acharamijcesés vi 0

cerevisiaeesta enl a pr o d u c cPeréconttapositica si @ll que es desitja és obtenir
biomassacom per exemple en la produccié de proteina unickldur o tamhklB d’estar
fermentacié alcohdlica no interessa i per tant el microorganisme ha de viure en un medi ric en

oxigen i també en nutrients, per tal que el creixement sigui optim.

Aquests diferents productes’ aicohsepguiemxenaaani & j
variacio de les condicions de cultiu i la concentracié de nutrients.

EI' Il evat resi st ei XCedassmlp eorpattianalse28 i els 3@ inetpHe 0 i 4
intern es troba entre 5.8 i 6.3, mentre que el pH extpot estar entre 3 i 7, és a dir, és un
organisme acidofil.

Quan es cultivaen medi liquid amb glucosa com a font de carbdi,ceevisiaemostra cinc
fases de creixement ben definides, que son la fase de laténcia (o faseldafase de
creixement exponencial (o log), la fase diauxica, la postdiauxica i la fase estaclanfase lag

és |la primera fase, es déna en el moment en qu.
gual elnombre decel-lulesviablesno creixni decreix Sgons les condicions en les quals es
troba | "inodcul i ni ci aplers eerxae mpd £, 1 Isdr gea oc urhés uc
llevat en fase de creixement exponenciafdae de laténcia sera molt curtha segona fase és
lalogaritmé a, en aquesta fase |’ 'organisme es dividei

cultiu i assolint la velocitat maxima de duplicacio; durant aquesta fase les cél-lules duen a
terme el metabolisme fermentatiu, tot produint etanoEn disminuir la concenacié de
glucosa, les cél-lules travessen per un canvi diauxic, qué és un breu periode de temps en el qual

no hi ha divisiod i la cél - -lula canvia d’ un mef
postdiauxicagl creixement es duu a terme en u&io molt més baixJes cél-lules fan servir
com a font de carbonile t an o | produit en | a fase exponenci a

| " estr es (goickvdliolatalm2004)
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Com a resultat de la mancanga de font de carboni al medi, lesleglresponera | " ®tst r e s
aturant el creixement i entrant en un estat de-poliferacié conegut com a fase estacionaria o

&. En aquesta fase les cél-lules mantenen la viabilitat per periodes extensos sense afegir
nutrients per 0 Ipresseguireamb el Crelxamiernt, Iquetestornadch gosar en
funcionament de manera rapida en el cas que els nutrients apropiats estiguin disponibles
(WernerWashburne et al, 1993Durant aquesta fas les cél-lules assoleixen el maxim nivell

de resistéenciad le s t r é antcarlgohidratside reserva cotatrehalosa iel glucogen fent

més gruixuda i resistent la seva membrana cel-liiarchMallol et al., 2004)

Quan s’'introduei X un cabal d aire al cultiu c
microorganisme fa servir principalment el mbblisme respiratorii es podendur a terme
totes les fases de creixement exclusivament amb la respiracio.

Es imprescindible controlar |’ alternanca entre
es vol és produir di oxid de <carboni o alcohol ,
canvi, si el que es desitja és obtenir massa de llevat o quhlaéive producte cel-lular, les

condicions més favorables es troben al metabolisme respirador. En condicions més restrictives,

el llevat es comporta com molts altrésngsdel grup dels ascomicets, formant ascospores per

donar lloc a formes resistents edmajor variabilitat geneticaPer tal de controlar aquesta
producci 6, s’ha de variar | a disporriguaill i tat de

=

ol <

% | S BIOMASA ETANOL

|G EmnoL  BiOMASA

g w

£

S| < BIOMASA ETANOL

S 3 ETANOL BIOMASA

-

BAJA ELEVADA
Concentracién de gucesa

Figural. Influéncia de les concentracions de, Ode glucosa sobre ehetabolisme deS. cerevisiacEn un procés

de produccié de biomassa es requereix establir baixes concentracions de glucosa i procurar una elevada

02y OSy (N} OAs RQ2EA3ISY RA&&2f0G= IAEN O2Y LISNJ LINERdZA NI St Yt
ol AElF O2y OSy (i NI} Ors R@moperakebaf,201) YSRA® 61 SNyt yRSI

ElS. ceevisiaees pot reproduir tant de manera sexual com asexual segons les condicions en

qué es trobad les condicions son adverses, la cél-lula diploide forma espores (4esspaie

ti pus a i 2 de tipus a), que sONn més resistent
els nous individus ja no seran clons. Les espores de diferent spuixen per formar un

zigot que es desenvolupara fins formar una ceél-lulalodip que es podra reproduir
asexualment, és a dir, per gemmacié. La gemmacio és un tipus de reproduccié asexual que es

'El s ti pus de |l es espores vénen difereixen per | a pr
sexual.
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tracta d’ una divisi 6 asimétrica que s’inicia &
gemma sobre | i Agdesta gednm crgixrfiosgasesolir tna mida critica i es
separa de la cél-lulaitial, formant un nou individu. Tot aquest cicle es pot veure a la Figura

FORMACIO

D'ESPORES / O GEMMA .\

\ ASCOSPORES / -
e\

\ k / O\_‘ CEL-LULES HAPLOIDES \

‘ O X E./
/70 eemma / \ REPRODUCCIO N
‘ / -~ ASCOSPOR[S W SEXUAL REPRODUCCIO

AS(XUAL

0,

( o) é) /!
W . [ &
o)\ Joxc 1 >0~
= A
REPRODUCCIO  CEL-LULA DIPLOIDE OO @\ /O BAox ‘\//
! REPRODUCCIO

" CEL'LULA DIPLOIDE
R CEL-LULES HAPLOIDES SEXUAL

bt

Figura2. Cicle de reproduccio del llevaFont: Las Levadurashttp:/laslevaduras.mex.tl/788496 REPRODUE(
N.html) [Imatge modificada]

.

'\") 2GOT

Per iniciar la gemmacié cal que la cél-lalare arribi a una mida critica i dupliqui el seu ADN,
agquesta mida critia no és sempre la mateixa, sin6 que s'incrementa lleugerament segons
I'edat genealogica, mentre que la mida critica de la cél-lula filla és sempre la mateixa per
separarse de la cel-lulenare (Lord | Wheals1980 iPorro et al., 2008

El creixement deS. cerevisiagés asincrof) dues cél-lules de la mateixa mida no tenen
necessariament la mateixa edat ni es troben al mateix estadi del(Ciglellina etal.,2005)

Pel que fa a la mida cel-lular, generalment les cel-lules creixen més lentament epotmedi
entren més petites a la fase inicial

a.ii. Aplicacions

El Il evat s’ ha wutilitzat durant més de 9000 ar
Egipte ja es produien begudes fermentades, tot i que es desconeixia la rad cientifica de les
transformacions.A partr de la invencié del microscopi llevat va comencar a ser observat

com a ésser VilAl segle XIX, més concretament, el 1897, els germans Hans i Edward Buchner

van moldre llevat per pa i van afegir una gran quantitat de sucre per eeaitqmossible

contaminacid, descobrint aixi que el sucre fermentava de manera rapida. Per primer cop

s’ havia descober tdelafermenaabdealcohdtica.rAquest descabrintent va
atraure | atenci 6 de bi oqui mdacus dels@assos quan Cc 0 me
portaven a |l a producci 6 d’'etanol i de dioxid d

% Creixement asincron: cada microorganisme del cultiu es troba en un punt diferent del cicle cel-lular, és
a dir, en urmomentdeterminat es troben cél-lules que acaben de divagir altres que estan replicant el
seu ADN, altres que estan creixent, etc.
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donar com a resultat el descobriment i descripcid del metabolisme del carboni, vies que
coneixem i estudiem actualment. Aixi, des de fimksegle XIX es va reconéixer la utilitat de
Saccharomyces cerevisie@n a model biologic en la investigacid, per una banda per la facilitat

d" " obtenci 6 de grans quant it apelseudicledgvida.st mi cr oor

A partir ment8.qgaerevisidea esdevenir un dels organismes més importants, ja no
solament per la produccié de begudes alcohdliques i pa, sin6 com a model biologic. El seu
genoma es va desxifrar al 1996 aconseqgui nt per primer cop |’
cellula eucariota, aquest consta de 12 milions de basgaritzades en 16 cromosomes.

Aquest llevat estamolt present a la inddstria alimentariauna de les aplicacions més
conegudes és per fer pa. El pa es va descobrir aceildesnt al deixar passar un meps abans

de posar la barreja de gra molt amb aigua o llet al forn. La tecnologia de la panificacié va tenir
un gran avanglurant el segle XVIIl, quan es va comengar a produir industrialment el llevat. La
funcié del llevat durant la fabricacié del pa énegear dioxid de carboni a partir dels sucres
afegits a la massa dels que procedeixemnle la farina i a més per la seva alta composicid
proteica aporta valor nutritiu i també sabor del producte finahtament amb altes
components i microorganismes

Pel que fa a les begudeS, cerevisiaeesta present en la produccié de cervesa,iaiitre

d’altres La cervesa esfaapartrdemilta podent afegir adjunts com
el blat, el lldpol, que aporta aroma, gust amarg a la cervegdibeix el creixement de
microorganismes no desitjats, aigua i llevat. La materia primera del vi és el raim i segons el

ti pus de vi s’

€ ¢

escul | el ti pus d’aquest i t am

d’"ingredients i el s procedi ments varien també.

*Malta: soén el s grans d’ or dléssesaciditorats erscondicidna ger mi naci

tecnologicament adequades, també pot ser malta de cereals (mateix procediment pero amb cereals
di ferents a | "ordi) (BOE, 1996)
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Un altre producte alimentari molt important a la indastria és el vinagre, tenint diferents
opcions de matéries primeres, com es pot apreciaridara 3.

LA CLASIFICACION DE LOS VINAGRES, CON BASE EN LA MATERIA PRIMA

Nombre del vinagre

Vinagre de vino

Vinagre de malta

Vinagre de vino de fruta

Vinagre de sidra

Vinagre de espiritu

Vinagre de frutas

Materia prima

Vino

Malta de cebada

Vinos de frutas

Jugo de manzana

Alcohol destilado

Frutas

Método de obtencion

Fermentacién acética del vino obtenido
por fermentacién alcohdlica del jugo de
uvas

Fermentacién alcohélica de la malta de ce-
bada y posterior fermentacion acética del
producto

Fermentacién acética de los vinos obteni-
dos por fermentacién alcohélica del jugo
de frutas diferentes de la uva
Fermentaciones alcohélica y acética del ju-
g0 de manzana

Fermentacion acética del alcohol destilado
Fermentaciones alcohdlica y acética de un
tipo de fruta madura

Figura3. Classificacio dels vinagres segons la seva matéimagya. Font:HernandezZPefiaranda 2003.

La produccié del vinagre, a més de la fermentacié alcohdlica duta a terme pel Slevat
pass axidackbac @i paoewdesl|l a@’' qual
| "act i vi taxdtcssobretdidelgénereddetobacter

cerevisiag t amb é

S

El mateix alcohotjue trobem en begudes com tervesa i el vi nmomés té com a funcié

| " el aboraci 6 de begudes, sind que també
com so6n la quimica, la farmacéuticapde di ci n al i |l a cosmeti ca,
mat eria primera i com a auxiliar. Hi h a

s

obt é

és u

on
mo |

importants és a partir del gas eté (etile), que és un subproducte a les refineries de petroli.

Degutaladismiuci 6

tenint en

Cada cop ha

Un bon

exempl e

de | es

que

anat

de

reserves
patit diverses crisis al llarg de la historderand ' aqu e st a
compt e

producci 6 i

del

petrold]
probl emati ca

a médas transpolar-lgpi feelocséngr cane
a combustible és molt contaminant, es va comengar a buscar altres alternatives més
respectuoses amb el medi ambient i que tingués menys problematica en termes economics.

aplicaci 6

el

[

n
I
t e

seu
amb

extral

adqgui r i acoholpet fermentaqdo r t anci a |

d 1

petroli de 1973, el govern, juntament amb empreses privades, va crear un programa nacional

per afabricar alcohol per fermentacié del e de canya i construir motors compatibles amb

aquest combustible. Avui dia, més de la meitat de vehicles funcionen amb aquest combustible,
n’hi haque funcionen tant amb benzina com amatanol, i fins i tot ambla barreja dels dos

Més paisos

component d’

Per altra banda, el llevat com a biossa també té les ses aplicacions, com és el suplement

seguei xen

una

barreja

aquest

amb | a

exempl e,

benzi

al

na.

S

alimentari tant huma com animal en forma de PUC (Proteina Unicel-lutimple cell protein
(SCP). EI procés de produccié de PUC consisteix en obtenir grans quantitats de biomassa de
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microorganismesunicel-lulars, que poden ser bacteris, llevats, algues unicel-lulars o fongs

filamentosos aguest a obtenci 6 es duu a ter me en
mi croorgani smes, sles’cdndiciossdequadas perm@ la sevareptodueciv. i
Agesta idea va sorgir com a opci 6 p@mueda cobrir

seva velocitat de repiduccié és molt elevadeom també ho és la seva productivitas pot fer

créixer en substrats barats, inclis amb residus agroindusirialsrés la seva produccié no

depen dels factors estacionals o climatics, doslasistema de produccié en fermetors i

quimiostats. Durant la Primerau@raMu ndi al , a Al emanya va créixer
de PUC a causa de | groduteid esaa aeprdrar €8. ectevisme vat s ; | a
arribar a reemplacar fins el 60% de la proteina importada abans de la d@&macn, 2004)

Un cop finalitzat el (cmedidis|20a38t eA |’ airrEdgebaaedsa vdae dl
GuerraMundiales reactiva | ’'interés en | a beswanassa mi
produir 15.000 tones anuals de PUC, que va ser incorporada a la dieta en forma de sopes i
salsitxeqIsraelidis, 2003)

Aquest ésser viu és un dels microorganismes més utilitzats en la industria, tant per produir pa

com begudes alcoholiqgqgues (cervesa, vins i cava
en investigacié i fins i tot hi ha soques que produeixen etaani a combustibléParket al,
2014y Av Ui di a, s'utilitza com a suplemerms nutric

comercialitzacom a llevat de cervedant com a complement per gar enamanides com en
pastillesi es recomana en dietedegut al seu contingut en proteina, vitamina B i minerals com
el crom o el zinc.

b. ¢ NI OGFYSy(d RQAYIFG3ISA

El tractament d'imatges o processament digital d'imatgesla manipulacié d'agestes

mitjancant un ordinadoramb un objectiu, obtenir informacié a parti d’  una i mat ge
determi nada. Per t al de complir aqmilmmrtla obj ect i
qualitat de la imatge o modificda. Es um disciplinarelativament recent que @ els Gltims

anys ha anat creixent de manera molt rapida, en paguea I'increment dels coneixements

tecnologics adquirits i en part per la reduccid dels costos del material utilitzat en el
processament. Cada caopéses desenvalpen eines i programes per tal de poder afinar en el

tractament i obtenir resultatsnés precsos aixi com peifer aquesta eina més accessible als

usuaris sense la necessitat de tenir un coneixement ampli de la matéria.

Com que els ordinadors treballen amb dades numeriques, les imatgssr digitalitzades son

convertides en matrius on cada nombre és una petita regié6 anomenada element de la imatge o

pixel. Cada pixel té un valor que indica el color o nivell de brillantor o foscor de la imatge en un

punt determinat(Figura 4)H que es poprocessar mitjancant I'ordinador no és la imatge en si,

sind els valors dels pixels que la composen a partir de calculs i operacions algebraiques i
geometriquesEs a dir, després de digitalitzar laimatgea s i g u i mi tjancant un
imatge evelada o amb la captura de la imatge amb una camera digital, el resultat que entén

| "ordinador és una matri u nume runacamplimvaretati ndi c a
de programes disponibles per tal de tractar aquestes imates c i a | me@ optidé era’ U n
mitjancant operacions amb | a matri u, de mane
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coneixements matematics i també informatics per poder fer qualsevol modificacié en la
imatge perdavui dia els programes s6n molt més accessibles i facilsadguoiar.

Figura4. Imatge fisica i el seu equivalent en digital. Font: Castleman, 1996.

Elprocessament digitad'imatges té moltes aplicacions, en camps completament diferents, des

de la publicitat i la moda fins la recerca w@us materials 0 medicin&ns centrem en la seva

aplicacié en fotografia cientifica, més concretament en microfotografia opligaest tipus de
fotografia té per objectiu obtenir informaci 6 \
el control deprocessos tant en la ciéncia, com la industria o la educacio.

La fotografia cientifica és un conjunt de tecniques diferents, i no hi ha molta informacié
di sponi ble d’'aquest tema, el que fa que no si gl
pels professionals.

El processament digital d'imatges en biologia és molt Gtil per prendre mesures estalviant el
maxim de temps possiblenentre queen alguns casos és l'inica opcid per obtérones
estimacions delades determinades, com per exemple mes.udte particules o de cél-lules. La

possibilitat d’'autdoematl t g mo ndrkéb mjudép g poslee ferseb s
tractament i analisi de manerarapida,i n6 t ambé d’ una manera més pre
possibilitat ocedinpehtamtasrles enhtgesnem eleds gue pigui possible, és a

dir, que tingun les mateixes caracteristiquels.” aut omati t zaci 6 per met obj
tractament no queda sotmés a criteris subjecti
moment en que | ' execut a. au®mdttaaciadnemés é&spassiblepen c o mp t
a imatges de les matees caracteristiques, 80 els resultats podrien no ser fiables.

b.i. Image Ji Fiji

Per tractar imatges hi ha una gran diversitat de progradisponibles Un dels més utilitzats

en biologia és el Matla® ja que déna molta llibertat d'actuacié i permet a l'usuari crear els

seus propis algorismes i fer analisis mateopads de la imatge No obstantatenent a que

MATLABésun programa comercialmbunl | enguat ge d’ al tnteractiupes | | i en
al calculnumeérig la visualitzacio la programacipel seu maneig no es immedi&al també

tenir en consideracié qués un programa qu@o esta dissenyat expressament per aquesta

aplicaciad " @alni si d’ i maigupe seu geu ésdelevatl 0 gi a
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Com una alternativa molt atractiva, g®ot disposaravui en dia de programari lliure
especialitzat en el tractament i I'andjigissenimagedun exemplelmageJ és un programa de
domini public deenvolupat per l'Institut Nacional de I&lut (NIH) dels Estats Units que
permet reproduir, editar, analitzar, desar i imprimir imatges de 8, 16 i 32 bits. També pot llegir
altres formats i transformalos en els formats anteriors. Pot mesurar distandiesngles,
calcular arees, crear histogrames de densitat, dur a terme transformacions geometriques i
rotacions(http://imagej.nih.gov/ij/index.htm).

L’"usuari també té | a possibilitat de dissenyar
en diversos llenguatges de programacié, com per exemple: Java, Javascript, Python, Ruby o
Clojure, o simplement implementar una macro en llenguatge del ppopgrama ImageJ.

Aquest programamageJha estat dissenyat amb una arquitectura oberta que proporciona
extensibilitat mitjancanpluging de Java. Aquestsuginspoden ser desenvolupats per l'usuari

segons les seves necessitats i permeten resoldre gageaksevol problema de processament
dimatgesodanalisi | mageJd di sposa dpluginsque reostiereexesnples! | i br er
de resoluci 6 d htpdgrsbentonis.gowirfplodns/Autiites. (

Fiji(Figurab)é s un paquet de processament d’i matge afe
série depluginsinstal-lats i organitzats en un menu ben estructurat i coherent. Aquest paguet
esta enfocatper a ser utilitzaen la reerca i té diversos avantatges peua usuari, ja que és

molt facil d'"instal -lar i di s gopetaleschrreganper f unci 6
internet a la seva pagina oficiddtip://fili.sc/Fiji)) i , ImageJmestd dbert a qualsevol usuari

alhora quepermet als usuaris de contribuir angbugins tutorials i documentacid@iversa El
projecte Fiji cerca la millora de les eines pel processament i analisi de dades en les ciéncies
naturals i per assolir agseobjectiu, col-labora en diversos projectes.

oy (Fiji Is Just) Image! - o IES
File Edit Image Process Analyze FPlugins Window Help
Bolz|o|<|4 ][N Ala|o| 2] xfsu|w|g|s]a] |»

*Cwal*, elliptical or brush selections (right click to switch)

Figura5® / | LJGidzN} RS LI ydalktttr RS f QAYyAOA RSt LINRIANT Y

4 Pluginstambé anomenats amplements o extensions, s6n aplicacions que es relacionen amb una altra
per apadr tddr una funci 6 especi f plugm(endollabdeoc La paraul a p
connector).

Escol a Superior ul tura de
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2. OBJECTIUS
Aquest projecte téels seglentsbjectius

a) Posar a punt la técniexperimentalde preparacio cel-lular i de medi per adapturai
t r act ame n tdigitals de hes ¢élgutes de llevat, possibilittntlistincié entre
cel-lules vives i cel-lules mortes

b) Establir un protocol de treball diggasaadequar
aquestes cel-lules de llevatitiancant un programa lliure adient.

c) Avaluar els canvis morfologics i de midaldscel-lulesque es produeixen duraries
fasesde laténcialogaritmica i estacionaraen | " evol uci 6 d’ un cul tiu

d) Estudiara influéncia de les concentraciomdcialsde 150, 200 i 250 g/l de glucosa en
les mides i morfologia de les cél-lules de lleeatéxent en el cultiu tancat

3. METODOLOGIA
a. Materials
a.i. Soca

La soca empda en aquest estudi és unsoca deshidratada i sea#e la marca comercial

Vitilevure® anomenadga I OOK I NR Y& OSa .QA&unsEidradrganiSne % unasalia
tolerancia a | "alcohol (de fins 17 %) , |l a seve
temperatura és de 8 a 32 Resisteix pH baixos de fins 2,9 a dosis importants de §O

produeix poca esima i poca acidesa volatiEl DV10esta destinata la produccié de vi,
especial ment per la vinificacié de vins sense
seves propietats enol ogiques i mi crobi ol 6gi que
dificils dels llevats destinats a vins base @emptoduccié de vins escumosageneralment

baixos en nitrogen. Els vins obtinguts a partir de la fermentacl clerevisiae DV1presenten

qualitats organoléptiques equilibrades amb un discret caracter afruitat.

Escola Superior ul tura de
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a.ii. Obtencidi tractament de les imatges

Per obtenir lesimatges* ha f et servir un microscopi optic N
Infinityl connectdlaa | ' ordi nador. E I software emprat per
Image V7.7d CI| aravision. Aquest pr dgecaanmaatgpdelr met a |
mi croscopi, indicar els augments que s’ estan fe

en el moment desitjat mitjanEkiguad &I hbhode ‘t@&map
compte que el p r o gérde feraantiseemlbséropletats éeimatyealamcs
de prendrela.

Wt -mage

T B Ve Prioms Mesios Bepart Wedw T
G0 s e~ &0 0 . oN & ¥ Auron matérien

Cavem Tomacon] | Advasced

oy s Tros e

Figura6. Captura de pantalla del programa Perfect Image V7.7.

b. Metodes
b.i. Composicié del medi

Per poder estudiar |’ efecte desvandusatdmdtres ent s ¢
assajos per triplicat, en un medi base al que se li va afegir les concentracions de

p vhig i v @ 1 depenent de l'assaigel medi base, anomenat Medi Glucosa Peptona

(MGP) esta compogterc §id’ ext r ac toe I degel d eas,atgl ucosa segons
aigua destil-lada.

Per a cada assaig es van preparar 2,1 L de medi, que es van disposaremttiss pirex de
250 mL de capacitat amb tap de c@dmb 100 mlde medii tresampolles de 1000 mL amb 600
mL de medi. A terioi dels recipients es va posar un imantsi ean esterilitzar a 12,
durant 15 min.
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b.ii. Condicions de creixement

Primer es vgrepararel precultiu per a cada repeticié esls flasconsamb 100mL de medi

MGPi amb la concentracié de glucosspecificad e | . BEnscendidiogs estérils, sevan

sembrar 1-2 colonies ddlevaten cada un dels flascons del precultes va incubar durarit2h

a 27Ci agitacié constantUn cop crescut, es va passdaneverp e r t al d’aturar el
d’ a q u e dulexegee jaes trobaven en la fase estaciond@iavan deixar uminimde 24h

en refrigeraciq( <°C).4

L estudi del creixement d&cerevisiaees va realitzar en els flascons de 1000 mL amb 600 mL

de medi.Per comencar el cultiigs van inocular 100uL de suspensio deprecultiu en um
ampollaamb600mLdemediMGP D’ agqguesta manera s'iniciava el
del mi croorgani sme. EI| s°Cambhditdacia constardunaattotalen a | ' e«
durada de | " experiment (43 h)

b.iii. Bxtracci6 de les mostres

Es va realitzar un contratada90 minuts(i durant les4sh gque va dur,ague | ' exper
consistia emagafa 1mL demostra decada cultiui barrejpr amb 1mL de blau de metilé per tal
de tintar de blau les cél-lules mortes. Amb una pipeta Pasteuapssa un gota de la mostra
al portaobjectes i esva cobriramb el cobreobjectesUn cop realitzada la preparacio,
s'observavadirectament al microscopper obtenir les fotografies ams que la mostra
s ' as s A partié de. la mateixalilucié anterior (blau de metilésuspensié de llevatses
realitzava unasegonapreparacio per fer el recompte del nombre deéltles. Per aixd, amb
I"ajut de la pipeta Pasur s’ introduia per caplaritat entre @breobjectesi camera Neubauer la
suspensio de llevats. La preparacié s observava al microscopi optic agt@6iEs a la tincié es
realitzavael recompte de cél-lules vives i mortes per poder contextualitzaimagyes amb la
fase el cultiu.

Per | es hores inicials de | '"experiment es va Vv
s'"obtenien poques ceéel -lules a |l es imatges, i fi
les mostres abans de rézhr la preparacié pel microscogiradé de concentrar les cél-lules i

obtenir millors resultats a les imatges.
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b.iv. Captura de les imatges

Les mostre®s van passaal microscopi i amb el programa Perfect Image \é&.%an obtenir
les imatges.

Es va tenirenampte que cae st abl ir |l a quantitat d’"augment s
programa pugui mesurar | ’escala. Un cop mesur a
a sota de la imge tal ®m es pot apreciar a la Figura 7

Figura7® 9ESYLX S RQAYLI G3S | Yo
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b.v. Tractament de les imatges

El tractament de les imatges es duu a terme ambpregramarilliure (Fiji is just)imageds
tracta, com ja s’ ha me detpragramat Imagegeroeporia ontegretsnuna,

sériedepluginsque donen més opcions i més possibilitat
Per tractar les imatges primerameas vame s ur ar |  doceswh fs e pyeal drerl " es
de la imatge, i indig& quant mesura en um aquesta distandia, opci 6 Set Scal e de
|l maged i ndica | ' ipigelsénvadnhatye que es tére pantailee Ambpérdona
Il "opci 6 a quequdes toasiderih ensunaisarsadtdg teebatiguin a la mateixa
ecxala seleccionant al@Figua8l " com es pot veure
Distance in poels rlﬁ—o—
Known gistance FIT—
Puel aspectrano. [10
Unitotiengtn fum
wbR.MWIl
¥ Gaanal
Scale: 0.500 preelsium
0% | concat| ow |

Figura8. Captura de pantalla del programa ImageJ.

Després d’assignar | " escal a, | diu de madurgreles p ot ser
cel-lules, és necessariestablir una série de passos o0 accioaspartir dels diferents
procedimentsd el s que di sposa el praogueasnas Passds,l Id”

crear una macro fent servir els comandaments que venen donats al diccionari de Macros
(http://rsb.info.nih.gov/ij/developer/macro/macros.htnl
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b.vi. Analisi de les imatges

7

Després de tot el procés de tractament, s’ obt e
tot fent servir la funciéAnalyzeparticles del programa Imagel.es mesures que es volen
prendre s’'han d'especificar abans d’executar agq

Elsparammt res mor f ol 6gi cs a m&a measurement&n aquistcpsl e n a mb
s6n els que sTlindiquen a | a taul a

Taulal. Descripci6 dels parametres morfologics mesurats.

Parametre Descripcio

Area Area d un a p aetdrnmiinadal (;ecompte de pixels que
componen) donada en pm

Bounding rectangle | El rectangle més petit que tanqui la particula. Inclou els parametre
i BY (coordenades del vertex superior esquerre del rectang
| "ampl ada i alcada d’ aquest.

Shapedescriptors Calcula els descriptors derioa: circularitat, elongaciorodonesai

soliditat.

Area Fraction Percentatge de pixels que han estat remarcats en vermell fent s
| ' o Pheeshdld

Perimeter La longitud de la vora de la particula.

Fitellipse Ajusta una el-lipse a la particula. Déna les mesures dels eixos n
menor (di ametre gran i petit)
del centre de | el -lipse X i

CSNB G Qa R|Lamajor distancia entre dos punts devora (Feret) | > an g |

distancia (FeretAngle), la distancia minima (MinFeret) i
coordenades inicials del diametre de Feret (FeretX i FeretY)

Median La mediana del valor dels pixels de la particula.

La funci®Analyze particlegFigura9) obr e una finestra en | a qual e
les cél-lules que es volen mesurar, el rang de circularitat, si es vol dibuixar alguna figura sobre la
imatge i les opcions de presentacié dels resultats.
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Analyze Particles

Size (umt2): | R0

[~ Pixel units

Circularity: |0.00-1.00

Show: |Nothing

v Display results
v Clear results
lv Summarize

v Addto Manager

-]

[ Exclude on edges
[ Include holes

| Record starts

[ In situ Show

Ok | Cancel| Help|

g Analyze Particles

Size (um"2): |
| Pixel

O-Infinity

units

Circularity: |

0.00-1.00

Show: |

v Display resi
v Clear result
v Summarize
v Addto Manz

Mothing

Cutlines

Bare Cutlines
Ellipses

Masks

Count Masks
Cwerlay Qutlines
Cwerlay Masks

QK Cancel

Help

Figura9. Captura de pantalla de la finestra emergent de la funcié Analyze Particles.

b.vii.

Analisi estadisttade les dades

De totes les mesures obtingudes amb el programatri es van fer servir les dades corresponents a:
area, els parametres que donaBxdunding rectangl (alcada i amplada), alguns dels que déna

el Shape descriptdicircularitat i elongacio) i els corresponentEiaellipsgdiametres major i
menor). B va fer ua analisiexploratoria de les dades amgrafiques (histogrames i diagrames
de dispersi6 delparametresmesurats) i taules.

Les dades es van classificar per assaig (150, 200 i 250), per réplica (A, B i C) i per temps. Les
tecniques exploratories mostren les variacions entre els diferents grups i subgrups .

El

progr ama

u t iestadistmaatser pl Minita® ¥7r |
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4. RESULTAT®ISCUSSIO
a. Establiment dels parametres per a la captura de les imatges

Abans de capturar les imatges es van fer diverses proves en la relacio RGB (Red Green Blue) per
tal de trobar | a més adient a |’ > hora d’ apreciar

A la FigurdlO es veuen tres exemples de relacions RGBapigan provar, aguess, perd es
van haver de descartar degut a que les cel-lules noquedaviméan def i ni des com s

Figural0. Diferents opcions de relacid RGB. A la imatge A la relacié és [1,2,3], a la B és [2i912]C

[3.1,2,1].
A la FHgura 10 es pot apreciar que segons la relaci6 RGB el color de la imatge Altea
proves de color van donar resultats massa foscos i en els quals les cél-lules no estaven ben
definides i les cél-lules mortes (tintades dau)Ino es distingien correctament.
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Finalment, després de diverses proves, la relacio de colors vermell, verd i blau escollida va estar

la [1,1.2,3.5], que dbéna com a resultat una imatge de color blaptal com es mostra &

Figurall en la qual les ddules mortes apareixen amb una colorablévamés fosca, btenint

imatgeson s’ hi di stingeixen cél - -lules vives i mo r |
estudiar possibles diferéncies entre ell®&o obstant, el nombre de cél-lules mortes que hem

vist a les imatges és molt inferior al nombre de cel-lules vives. El nombre de cél-lules mortes

gue podriem analitzar amb aquestes mostres seria un nombre excessivament petit i no
comparable amb el nombre de cél-lules vives. Per aquest motiu decidimatract | " anal i si
d’i matges amb totes |l es cel-lules (vives i mor
futur que pugui garantir tenir un major nombre de cel-lules mortes.

FiguralL9 ESYLJX S RQdzy | A Y ifl & cdoks REBS[1,1.2,315]
b. Establiment de les accions o passos a fer en el tractament de les imatges

Per tal de poder analitzar les imatges per trobar els parametres morfologics i de mida del llevat

Scerevisiae pri merament s’ ha d’aconseguir wuna i mat g
han de ser blancs o negres, representant el blanc el fons i el negre les cél-lules. A més, aquestes
cél -lules han d’estar tancadeigecdnéixereguaundedes per

les cél-lulegom una particula diferent.

Aconseguir aquesta imatge final, pero, implica la necessitat de dur a terme una série de passos
previs per tal de poder netejar la imatges treuen lesnperfeccions la bruticia del microscap
utilitzat per la captura de la imatge, aixi com les particules que embidatenostra, o inclis
ratllades del portaobjectes.

A continuacio es detalleniepassos que es van seguir per obtenir la imatge final per poder ser
tractada
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ACCIONS DESCRIPCIO
Establir S'estableix el val or de | " escal a
f QS & Ol f imatgesestan ala mateixa escala
Restar el A la imatge que es vol tractar se li resta una imatge obtinguda a parti
osorollg mi croscopi sense cap mostra (Il a I
Restar les Es duplica |l a imatge obtinguda
imperfeccions d’' ac ons e g ula en ur fons,voe eg tiolsen imperfeccions com |
de la propia  exemplerestes de colorant. Es fa la resta de la primera imatge i la
imatge duplicada modificadaDesprés de fer diverses proyeal com ens mostra li
Figura 2.
G AL
» ¥
< 2
-
C D.
Figural2. 5 A JSNA S& LINE JS& RQSEGNI OOAs RS F2y4&
original i la bruticia del microscopi, B és el resultat de la resta entre la primera imatge i t
fons creat a partir de la mateixa amb el parametRolling Ball Radiuamb valor 0, C amb
valor 20 i D amb 50.
Despr és d’ aqmbdaiversessmaigasova @esidir que el valor di
parametreRolling Ball Radiumés adient és de 20, ja que dona com a resu
una imatge meés neta possible, sense interferir de manera netan la
definicié de les &l-lules.
Passar la Canviar el format de la imatge final abans de continuar el procés.
imatge a 8bit
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Passaia
binari

Tancar

Abans de passar a binar.i s’ ha de
imatge (Thresholdl Elresultat és una imatge que només té dos colors: bla
negre, on el blanc és el fons, i el negre les particidesprés de fer diverse
proves amb els diferents métodes de correccio Tialesholdal com es veu ¢
la Figura 3, es va escollir el metod&iangle ja que és el que millor define
les cél-lules, les deixa més tancades i no defineix tan bé les restes de
que queden.

Figural3® t N2 @S& RS RA TS NBlhfdaskoldoy & és2lRiBaige RMkask da
LI & | yGdSNR2NE . STreshaipe defedie oh diaierde¥ cafililegd queds
20 SNIS&as / I Y SafvéesYauénankl@s téaides idD amb el métodgangle
amb el resultat de totes les cél-lules taades.

Fa una dilataci@fegint un pixel negre a cada costat (dreta, esquerra, am
avall) d’ u ni depprésexecugauna erosiéetiminant els pixels
negres que no tinguin dos 0O més
s ' a c o n sreaylasecel-lulestqgae queden obertes tal com es mostra
Figura 4.

Figuraldd LYl 43S RQdzyl O8fi fdzZf | 206SNII AClodES &
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Omplir forats

Separar
particules

Analitzar
particules

Omple les particules tancades d@ar negre talcom ens mostra la Figurd.1
Per poder analitzar les particules, aguestes han de ser completament n
la que els parametres que es mesuren son respecte la quantitat de pixel
formen una particula determinada.

Q)¢

Figural5.L YI 6 3S Sy o6AYyIlI NA RS S 05 f i f ¢l Hokespek

omplir les particules.

Abans de poder analitzar | es par

han d’ est arnolesaueaueded engadesdomptarien com un
cél-lula molt grossa. Per fero s’ apl i @ & ( B NAJlcssRp@ara
automaticament particules que es troben en contacten mostra la Figur:
16. Primerament calcula el mapa de distancia Euclidiana (EDM) i trok
altims punts erosionats (UEPS) i sepafes particules en aquest pu
(http://imagej.nih.gov/ij/docs/guide/userguide USbooklet.pdf.

* N
& o,

Figuraled LYl G3S Yo G20Sa tSa LI NI NOdzw&eishez )
obtenint com a resultat la segmentacio de la primera imatge, és a dir, les cél-lules separar
Finalment es poden analitzar les ceél-lules que es troben a la in
seleccionada. Pri mer ament s’ han
mesurar i calcular de manera automatica pel programa ImageJ, aixo €
i ndicar t ot af egi nt o @alnfinalcde neamadra pe
asseguraise de que en una altra sessié no es mesurin altres parametre
que cada cop que s’'obre el progr ¢
per defecte.

Després d’'executlayl fedl & cnpeogdia Griedge:
ens mostra elsesultats en format de taula que es pot passar directamer
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programa Microsoft Excel®a més, per a poder saber exactament a qu
particula correspon exactament c:
posa de color grocal mig de cada una apareix el nUmero al que corres
(Figura ).

Resurs
Pt Eol Fol Resues

_avei TawaJRwve EC TEC el

Figural?. Particules analitzades i taula de resultats.

Tots aquests passos 0 accions que ha de seguir el programa, han estat implementades en una
macroinserida en el propi programa Imagper tal de facilitarlda asca de | > anal i si (
de imatges generades

Es van dur a terme diverses provesndacros diferents, la primerala segona no donaven els

resultats esperatgFigura 8). La primera no automatitzava el procés ja que els parameires
estaven definits a | a macro, a iaxcada imatge.sLa a r i h a
segona és la mateixa que la primera pero després de fer diverses proves amb els parametres

fins poder definir uns valors de manera que totes les imatges fossin tractades amb el mateix

metode exactament.

1 gm -clEl » ‘Macatf - = iEN

(% 108 Losgeage Jerrgeaes S Tpote  Tgon Do L0 Lasgeage  [wugaies  Teets Tgbe

Macrngm  “TiGgm “Uarng

elam elan

ey Show Seers. | Cleae [0 Sww e | Oam

) A. B.

Figural8. Primeres macros inserides en el programa ImageJ.

Els passos seguits per aquestes macros, perd, no sén els osatgue els indicats

anteriorment, hiharesdi f er énci es principal s; l a primera ¢é:
imatge de la mateixa manerk segona és que abans de fer el tractament es millora el contrast

de les imatges fent que les vores destaqmeési la tercera és que la millora del llindar de
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grisos Threshol)l es fa de manera automatica en el métode per defedguest procediment
només funciona correctament per a imatges netes i clares, i tot i aixi moltd aioglssino es
fa correctament tal com es mostra la Figur®.1

G356 238050 973834 IT6ED 0S4
Resumat 325843 204925 1597808 SSEMT  TD05 A4S £S04 N.16%e
Resucar 231967 25504 254 MM a0 £5263 a6 7237 SEME
Fasunar 109717 190348 21 4TIT 101 @892 Y0836 3189 B30 21
2005 18383 1234087 1214842 SE842  A432 SN aa
Resutar 410037 241007 1P 1093 S35 1 1SY0 ressl e
Mol 515003 JMeMp X22T0M 1e2710% 200 Ym0 denes
Rl 333068 270717 1350950 16TORI? 6010 4SNI KGNS s4me
Reafat 292244 24 04T 13509 1744210 ERTY RIS TaNT? GE69E

: _
2

Figural9. wSadzf G RQFLIX AOFNJ £ asS3azyl !
LI NI NOdzA S& FylrtAGTFRSa A 5 t£S8Sa&a YSadaNBa RQl ljdzS
cel-ules no sén detectades.
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La tercera mero (Figura 2és la que conté els passos detallats préviament.

W Macrotfgd.ijm - o IEN
fia Edit Language Jemplates Run Tgols Tahs
Macrotig24m |

(] Weatmanm . 3 5D

Run | Show Errors Chedr

Figura20. Captura de pantalla de la macro del programa ImageJ! £ I LINA YSN} f Ny Al aQSadt

G26Sa tSa AYyra3asa RS tF asSaairs A F fl asS3z2yl Sta Lk

les imatges. Després el programa comprova que hi hagi només dues imatges obertes (la imatge a tractar

il ONXzi NOAI RSt YAONRaO2LIAUVI Sy St OFa 1ljdzS KA KIF3IA

NL

dzy

FAYSEAGNI Yo St YAaaald3asy a!ljdzSadl Yl ONRB NBIdzSNBAE SE
9y Ol & O2y{NINR &aQAiyA Oviameitdeimandra detal@OSRA YSyY i SELX A OF

Amb aquesta série de passos s’'aconseguei X:

1. Automatitzar tot el procediment!lu s uar i j a n o niHes mebwesques ar |
es volencada vegada quebre el programa, tampoc cal inserir cap valor ni variar els
parametres.

2. Obtenir imatges més netes amb les cél-lules millor definides. A les imatges amb més
bruticia es veuen menys punts, tot i que
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AlaFigurles veu un resum de | analisi d’una i matge
diversos passos seguits per la macro.
@ [ )
o -
© £
E. F.
> 0
= =3
Figura2l® LYl 63Sa RSfa LIl aaza aS3adzAada LISt LINBINF Y LYFISW
presa sense cap mostra per tenir les taques propies del microscopi, la C és el redril@mrresta de la A i
. ljdzSadlr AYF{i3S S& Y2RAFAOLF LISNI 260GSyANI £ 53X Id;
5 ! FljdzSadl AYFG3IS LI aal F 0AYEFNR A FAYIFIEYSYyld aQ20dS

una taula amb Is dades morfologiques i de mida de cada cel-lula.
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Per tal de poder fer una comparacié entre la macro seleccionada finalment, esat@malitzar
la imatge de la figura8lpero seguint els passos anteriorment esmentats (Figlya 2

Fnal 487807 300082 2551579 562105 7AM) A€l

.
5 Fr 40AEM 2T0M0 SASEN 0861 8 ) rass
‘ ' b FM 29SNP 21021 JNASTE EI37  GEde 08
' Fnd  1ame 607 6B mims andie =M%
D PeM 4670127 TTARR UMY BTIGAE 0A7M) TESMT
L] e 41| TM» W 1H3ISTR 77088 T4 °V
P 10 Fod 300172 213467 ITINEM4 1211879 62103 €90 6
1" Fns 4377B4 768531 STEA2E! 1231979 AG3IE 76842
e 17 Fne 39988% 267678 9DTIEA 13520 TEBEZ 728X
@ 12 Fns 01163 297109 G831  142B421 82105 £108
14 Fns S77%6 127660 2007835 162 36642 41053
‘ 16 FoM 467200 271383 2036642 1623158 §2108 787
16 Fnd 392368 262084 34Se74 167.6342 72632 7066 7.103
17 Fnal 205667 191084 26318 1688421 62105 4738
@ 10 Fnu S26881 30DET I0I1EE 175 MTA B35 S210S
‘ ® ‘ 19 P 47623 207023 AS4YS) \MB138 TATY) &30
C M Fne 416630 3EB10) 1SIZEN \MATIEE YY) e
>: T | V.

YChbhLD Db -0 =W - =

Figura22® w S
T

dzt 1G4 RQIFLX AOFINJfF asS3azyl YFIONR 2y ! S tr AYL
FylFtAd t S S

a a
RS&a A 5 Sa v RQIljdzSa0GSa LI NINOdzZ Sad ¢20GS

Q)¢
o
N
Z
&
Q

Amb la nova macro totes les cél-lulessébnmeeogudes i analitzades, s’'apr
ja que amb | "anterior s’obtenien | es mesures de

S"ha de tenir en compte, pero que després de pr
les cél-lules mesuradesescr esponguin amb el gue hi ha a | a i
especial cura amb:

1. Que totes les particules analitzades siguin cel-lules jebpegrama ImageJ no
di stingeix cel - lcamperexerdpledaques de tnt, padiculesi c ul e s

suspeses 0 bomboll es d’ aiPer&@antsunaimatge &l porta |
bruticia aHans |d’'asbnuaalaiit zpabrt val or minim d’ are
analitzar, aixi el programa només analitza |

deixant de banda les taques petitdambé es poesborrar manualment les taques
gue tinguin una mesura suficient cqmer ser considerades cél-luleal tom es mostra
ala Figura2
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b

91679 €54

fi2nsa S4757 A&
Fnd  39135) 26340 1108 B35 TS ) E8a2
Fra  1855TE BEEY 100a5IE WM IS8 S3E 205
200 1SS TES 0262 100318 ) DE0e
Frid 152464 5205 1094YY) ted INID 4 TIEd 42063
Fne 21558 J10%6 MSAGI7 YW J105 TDM0e 4 B1en

-~ s
-
=
=
-
B
i

ot

2071679 &

fingl 18 175656 1094737 B23158  G4TIT 4841 51471 35579
Fingl 331357 235396 110573 BASISE 74737 TEBI2 71630 & 95eS
Fing 165673 198830 146316 1043165 53684 50508 S4T02 38603
Finy a4742a S2SN0E 10576 167262 106314 TOSM S0 E6464

LR RIOE

E. ¥
2 !

Figura23® 5dzS& LJ2 & & A 6t Sramatyds b Ndticia de hsylimatde iA B4 la imatge

original i B és el resultat després del tractamebt t SNJ 'y I f AGT F NI £ AYlFG3IS /2 &QKI
unvalorde 15priti 2 G A [ dz§ GFY6S aQKFEYy YSadaNI ( iRaze&E LI NI NOdA Sa
només es veuen les cel-lules, ja que tota la bruticiasigut extreta de manera manual. Es pot

comprovar que les mesures son les mateixes (D i F).

2. Que les cel-lules mesurades siguin correctes. Segons com es disposen les cél-lules quan
estan agrpades la funcié de separacio de les cél-lWéatérshed no s’ execut a
correctament, separant |l es céel - -lules de man
d’"esborrar aquestes particules i repetir el
3. Que quedin cél-lulesbertes. Alguns cops no es tanquen correctament les particules i
llavors queden obertes i no s6bn mesurad8svint, tot i que no es tanquin, el programa
reconeix el seu gruix, i s’obté una mesura
duesmaneres:
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a. Sih cél-lula queda separada per pocs pixelsogien repetir els passos per
tancar, omplir els forats i separar les cél-lules (en cas que estigui tocant una
altra cel-lula).

obertura

b. Si 1~

de

a

cel

ula és gran aqu

Aquest estidi es fa per totes les cél-lules, tant vives com molssleixa per un futur treball
es i

| "anali si de

c. Analisi estadisttade les dades

Amb el

processament
repliques, tenint al final un total de més de 11.000 cél-I(Tesila2)

mat ges

de

t ot e s cddeassaif, pest hoges is s

di stingint |l es cel

Taula2. Recompte del nombre de cél-lules per cada replica (A, B i C) i per cada concentraci6 inicial de glucosa en

g/L (150, 200 250) i totals.

A B C Total
150 1030 1154 1224 3408
200 1522 1199 1249 3970
250 1301 1454 1372 4127
Total 3853 3807 3845 11505

Aquestes dades també es ¢ien classificar segons el temps. Perd un cop classificades ens
trobem amb qué per alguns grups de temps no es disgesdades per tots tres assajdsgut

a que no es van fer els controls o recollides de mosties mateixes hores exactamenerkal

de tenir informacié de tots tres assajopoderlos comparar, es va realitzar una agrupacio de
dades que es configuraraambnous grups de temps. La nova relad&grups es mostra a la

Taula3.

Taula3. Recompte del nombre de cel-k8 per cada assaig i replica per a cada nou grup de temps.

150 200 250

Nou
temps (h) A B C A B C A B C
0 92 86 146 | 130 104 46 | 68 59 143
2,75 28 25 28 9 0 0O | 41 33 45
5,75 16 18 27 |18 21 24| 33 23 26
7,75 39 41 24 |32 29 20| 36 25 38
9,75 48 34 30 | 54 30 31| 48 29 48
12 47 57 35 |37 51 45| 46 30 34
14 32 37 56 | 62 49 51|46 37 38
16 36 58 89 [ 38 70 45| 52 58 38
18 53 70 56 | 74 52 52|48 57 36
20 39 54 35 (76 70 64|90 70 40
22 63 84 45 | 92 104 79 | 60 61 37
23,75 50 37 65 | 62 46 46 | 84 108 123
25,75 34 76 72 | 69 38 44 |57 96 105
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27,75 57 62 48 | 74 44 38| 55 169 77
29,75 37 69 30 |38 86 37|91 99 56
31,75 49 61 60 [103 O 71| 58 64 80
33,75 62 44 52 |91 O 70| 61 104 95
35,75 64 36 72 |124 55 87 | 79 127 100
38 66 75 132|137 170 208| 76 90 47
40,25 37 43 36 | 87 57 116|104 73 96
43,5 8l 87 86 |115 123 75 | 68 42 70

Aquest agrupament de dades es va fer unint els temps més propers, és a dir, amb no més de 30

minuts de diferéncia entre cada presa de mostra, exceptuant el segon grup (temps = 2,75h) en

el qgual s’inclouen | eent ddgut jadai nmecangasde Hadlesgar d’' e x p
aguestes recollides de mostres.

Es va decidir no tenir en compte el temps 0 ja que son dades del precultiu, i per tant, no
expressa amb exactitud |l a situaci 6 en que es t
inoau | at , és a dir, a | es imatges del temps 0 d
estacionari adaptat al seu medi, en canvi, hauria de representar cél-lules en fase de laténcia
adaptantse al medi nou.

També esvan fer analisis amb estadistiques dfstives (mitjanes i desviacié estandard) de
cada una de legepliques i no es van apreciar variacions importanse els valors obtinguts.

La representacié grafica de les dades per cada una de les répliques no mostraven grans
variacions de forma. En aest estudi preliminar de les dadess va decidirutilitzar
conjuntamentles dades de les tres réplique®rmant, per tant, un Unic grup per a cada
concentracié inicial de sucre

De | es cél -lules primerament sdlderwvaulecomzaial ' ar ea
|l a distribuci 6 d"  aquesta variable individual el
forma d’ histogrames. Després, aquests histograr

per a les tres concentracions inicials dkicosa (150, 200 i 250 g/L), es comparen per
identificar si hi ha efecte de la concentracié inicial de glucosa sobre la variacié de la distribucio
de | "area de |l es cél -lules de | a poblaci é6 que ¢
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Area 150

o @ AR AR PP AR o W8 AP PP Pl

2,75 5,75 775 9,75 12,00

R Y W

14,00 16,00 18,00 20,00 22,00

23,75 25,75 27,75 29,75 31,75

Percentatge (%)

33,75 35,73 38,00 40,25 43,50
20

‘Z W WY .

DR AR PP AT Rl o Sl BEARD PP PR

Area (um”2)

Figura24® | AadG23aINF YSa RS f QL NBF &SLI NI Ga LISN tF GFENAFotS GSYLI

A | assaig de 150 g/L de glucosa, durant | es pi
similars, les cel-lules esuen agrupades amb poca varietat i concentrades majoritariament en
arees bai xes; a partir de | " hora 9,75 es comen
cél-lules comencen a ser majors; lentament es van formant dos grups diferenciats desgel-lule
un grup en el gual | "area és gran (cel -lules
(gemmes i <céel -lules filles). Aquests dos grups

|l " hora 16 es veu clarament aquesta distribucié.

A p ar tharar23,bequédsta disposicidé no es veu de manera tan p&taels grups ja no

es diferencien tant. A partir d’aqguest temps s
no es troba en una area tan elevada, sin6 que es desplaga cap a valors més baix A | ' hor a
31,75 ja s’'aprecia c¢clarament |l a reducci é6 en pe
| " hora 33,75 s’'observa un histograma on | a vari
En aquest assaig la fase de laténcia finalitza al voltant de lesidirfle és qudase s’ i ni ci
exponencial, que dura 1247, acabant a | " hora 17, 3,dadesuan s’ i I
obtingudes d’un projecte paral - -1 el gue esta en
histogrames ens fan intuirqueelul t i u es troba en | a fase expon
pri meres hores i per |l a fase exponenci al la d
situacid del cultiu, és a dir, la fase en la que es troba. Per hores més avancades, perd aquesta

aproxmaci 6 no és tan precisa, ja que no s’'observa

en les que el cultiu ja es troba en la fase estacionaria.
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Area 200

o R R AR @R EaR g WR AR R P PR
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Figura25¢ | AadG23aINF YS&a RS f Qb NBIF &S LI Nladdiniclal®él20a g/L d&dlubidsa: 6 £ S G SY LI

A | hora 2,75 de | '"assaig de 200 g/ L de glucos
primer assaig que es va fer i no es va tenir en compte la baixa densitat de microorganismes que
hi havia al cultiu,alesonst r es de | es reéepliques B i C no es \

moment, en les hores de baixa densitat de poblacié es va centrifugar la mostra abans de captar
imatges.

En | assaig de 200 g/L de gl ucos®aeure abdns, canvi s
percebent el desplacament de la distribucié de les cél-lules cap a mesures més elevades a

| " hora 7, 75. A | " hora 9,75 es comencen a di sti:r
es veuen clarament els dos grups de cél-lulesaAp i r de | ' hora 25,75 aque
es veuen tan diferenciats. A partir de |’ hora
variabilitat és més baixa.

En aquest assaig |l a fase de | atenci alaféssenal it za
exponencial, gue dura 12, 3h, acabant a | hora
obtingudes d’un projecte paral - -1el gue esta en
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Per | " assaig de 250 g/L de glucosa, els primer
manera molt similar a |l es dades de | 'assaig de
s’observraucliab ddiesmdi ferencies entre els dos gr

variabilitat és més baixa.

En aquest assaig |l a fase de | aténcia finalitza
exponencial, gue dur a 17 hnjcia la tasebestationaria (Dddesh or a 2
obtingudes d’un projecte paral - -1el gue esta en
de glucosa inicial al medi , -gmélssevd fade declatehdaat s t é
és més llega. Pelque faal hi st ogr ames, l a distribucio de 1| e

fase exponencial, i també mostra dues poblacions clares durant aquesta, perd no permet intuir
| " i ni ciestatienarlaa f as e

Per t al d’ajudar a entetndese Van vfaern abmns¢ itaftoim
descriptius de |l es hores més representatives d:
gue el canvi més important és en la relacioé de temps, pero les distribucions sén similars.
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Informe de resumen de Area (um”2)

Temps (h) = 5,75

Intervalos de confianza de 95%

Media |

20 2

Figura27d Ly ¥2NXS RS NBadzy RS

2

26

2

Prueba de normalidad de &nderson-Darling

A-cuadrado Oed
Valorp 0093
Media 25,664
Desv Est 10484
Varianza 109,524

Asimetria 0264336
Curtosis -0.e43605

Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar

N &1
Minimo: 3430
Ter cuartil 16,582
Medians 25,008
er quartil 34,355
Maximo 50,333
Intervalo de confianza de 95% para la media
22575 28343
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
20388 28965

8858 12,764

f QOKAaG23INF Y RS f QL NBI

LIS NJ |

A les primeres hores la distribucio de les arees esta molt agrupada, amb poca variabilitat, de tal
manera que la mitjana i la mediana tenen valo@trproxims.
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Informe de resumen de Area (um#2)
Temps (h) = 12,00
Prueba de normalidad de Anderson-Darling
A-ouadrado 107
Valorp 0,005
Media 31528
DesvEst 1,683
Varianza 136,504
Asimetriz -0.407355
Curtosis -0,105856
N 135
Mininno 3834
Ter cuartil 25,640
Medianz 34848
Jer cuartil 35634
Maximo 61,307
Intervale de confianza de 95% para la media
29565 33,888
Intervale de confianza de 95% para la mediana
315 36.228
Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar
10453 13,245
Intervalos de confianza de 95%
ol | |
Mt |
i | . |
Mediana [ & |
30,0 ns 30 M5 380
Figura28® LY T2NXS RS NBadzy RS fQKAaG23aINF Y RS tQLENBIF LISNI I 8
A partir de | " hora 12 aquesta distribuci 6 comer
variabilimt , a | ' hi stograma veiem gue apareixen uns
es concentra la majoria de cél-lules és cap a les arees més altes. El que pot donar a entendre
que les cél-lules han anat creixent i ja comencen la gemmacio, es Goraempreciar
|l i ncrement de ceéel -lules filla i gemmes, tenin
poblacions.
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Informe de resumen de Area (um#2)
Temps (h) = 16,00
Prueba de normalidad de Anderson-Darling
A-cuadrado 586
Valor p <0.005
Mediz 33,875
Desv.Est 1,780
Varianza 138772
Asimetria -0,803103
‘Curtosis -0.388348
N 183
Minimao 5374
Ter cuartil 26,135
Medizna 37152
Jer cuartil 43102
Maaximo 54,305
Intervalo de confianza de 95% para la media
32156 35,5583
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
35282 35.23%
Intervalo de confianza de 95% para |z desviacicn estandar
10,684 13125
Intervalos de confianza de 95%
Mediz-| I I
Mesina. | |
2 E ES E! 40
Figura29® LY FT2NXS RS NBadzy RS fQKAaG23aINF Y RS t QhNBI
A |’ hora 16 aquestes dues pobl acions es

mi tjana

té un wvalor

filles) i un grup més gran de cel-lules grans (inici de gemmacio i cel-lules grosses).
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Informe de resumen de Area (um~2)
Temps (h) = 23,75

Prueba de normalidad de Anderson-Darling
A-cuadrado 21
Valorp 0,005
Mediz 35476
Desw Est 13.270
Varianza 176,087
Asimetriz -0.688688
Curtosis -0116643
N 152
Minima 3.8
Ter cuartil 30TeT
Mediana 42155
Jer cuartil 43,453
Maximo 63468
Intervale de confianza de 95% para la media
37350 41,603
Intervale de confianza de 95% para la mediana
35,451 44 851
Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar
1527 14,556

Intervalos de confianza de 95%

Mediz| | |

Mediana - H |

Figura30d LYy F¥2NXS RS NBadzy RS fQKAAG23INY Yl RS fQLNBSI LISNI I S

A | " hora 23,75 la distribuci 66 torna a canvi ar
distingeixen de manera tan clara, la mitjana i la mediana tornen a apsgpar
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Informe de resumen de Area (um*2)
Temps (h) = 33,75

Prueba de normalidad de Anderson-Darling

A-ouadrado 0.43
Valor p 0308
Media .261
Deswv Est. 12.32%
Varianza 152016
Asimetriz 0,132851
Curtosis -0.6575T8
N 158
Minimao LY 1
Ter cuartil 21,853
Mediana 3,307
3er cuartil 35765
Maime 58,535
Intervalo de confianza de 35% para la media
23323 33.158
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
28385 33.25%
Intervalo de confianza de 95% para la desviacidn estandar
11.103 13,862

Intervalos de confianza de 95%

Mediana | & I

Figura3l® LY T2 N)XS RS NBadzy RSlednstrasaé BANIAY dlucoReSal tdmPd 38,3850, LIS NJ |

z

Aqguesta distribuci é6 es va mantenint amb poca
poblacié torna a agrupase, aquest cop amb una mitjana més alta, de 31,2. j#s manté la
mateixa distribuci6fis | " hora 43, 5.

Al comparar els assajos es pot apreciar que quanta més concentracié de glucosa hi ha al medi

més rapidament les ceél-lules formen dos grups diferenciats; aquesta disposici6 és més
duradora a més concentracio de glucosa. A les hores findls'de x per i ment , | a mit
mi des és més el evada quanta menys concentraciéd
glucosa la mitjana és més alta que als altres assajos a les Ultimeg Taurkzs5)

Taulad. Valordet YA G2k yl A RS&GAI OAs SadtyRINR RS t QL NBI Sy

Assaig aA G2 yI R% Desviaci6 estandarc
150 33,8 14,8

200 30,9 12,6

250 26,6 10,5
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També es pot observar que a les Ultimes hores aquesta mitjana es vieteggrament més
bai xa, caldri a estudiar hor es posteriors per
comportament de les arees de les cél-lules.

Les dades d’'area, per o, només aporten informac
sevaforma.Peanal i t zar | a forma de |l es cél - -lules prim

La circularitat és un descriptor de morfologia que es calcula a partir de la férmula segUent:
T « N
0 Qi wo a wu %eooo

On A és | "area i P addcélpla.r i metre mesurat per a ¢

Com més proper a 1 sigui la circularitat, la seva forma és més rodona. Per un cercle aquest
parametre valdria 1. Com més allunyat estigui, més allargada sera la figura.

Perestudisme | a circul aritat s’ ha peradaasagitemgs | a di
en un histograma (Figu22).El s hi st ogrames de | a circularitat
variable en la poblacié. Utilitzant percentatges, aguestes distribucions, per a cadascun dels
temps de |’ evol diferends gugsii pels tiresaassajos, eems inforimen de la

circularitat de les cél-lules de llevats a partir de la informacié de la imatge digital.
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Circularitat per 150 g/L de glucosa
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Figura32. Histograma de la distribucio6 de la circularitat pele$ assajos diferents

Escola Superior d’

A ul tura de
UPG BarcelonaTech

.,' v'nxV\
AR



Influéncia de les condicions de creixement en la mida cel-lul&adeharomyces cerevisiae 47

Les linies discontinues de color vermell representen el valor 1 de circularitat, que indicaria que
les cél-lules sbén cercles. Com es pot observar a la FHguexjuestes cel-lules no sén del tot
arrodonides, ja que slvalors de les seves circularitats es mantenen en valors més baixos que
1, oscil-lant majoritariament entre 0,4 i 0,9.

També ens mostra que aquest parametre no pateix molta variacio al llarg del temps, és a dir, es
di stribueix de mapera mehmil|l damdaocast observen d
entre els diferents assajos.

Per analitzar la morfologia de les cel-lules hi ha dues opcions, ajustar un rectangle que inscrigui

la cel - -lula trobant Il "al cada i “Ildiameltadcs ” d'daeq L
cél-lula, o bé ajustane una el-lipse per obtenir els mateixos parametRextal de saber quina

opci 6 és |l a més encertada per aquest estudi s’
tres assajos per cada temps tant de lesmeses donades d’'al cada i amp
(Figures 33,34i38)om de | es mesures dels ei x@guremaj or i

36, 37 38)

Alcada vs. Amplada per 150 g/L de glucosa

0 5 10 0 5w
2,75 5,75 12,00
+
¥ f /@f / }/
16,00 18,00 2|]'|]'|]' 22,00
iy + P ;t‘
— ﬁ A - N
E L gl t
=2 wt +' ol 45
(1]
e 25,75 27,75 29,75 31,75
[1v]
= X
<f

43,50

Amplada (um)

Figura33® DNLX FAOF RS RAALISNEAs NBf OOREyIISY LB QILISHD RIQI 1a¥é A 8 QIRY
glucosa.
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Alcada vs. Amplada per 200 g/L de glucosa

275

10

10

L]
1

Alcada (um)

o T T T T
o 5 10 o 5 10

Amplada (um)

Figura34® DNX FAOF RS RAALISNEBAs NBfFOA2ylFyd £ QI f cel RI

glucosa.
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Alcada vs. Amplada per 250 g/L de glucosa

[t !I'- 1|1} EI'. 10
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E s . o " 2
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(w2 M '{ . L Sli]
E 2 .3 o -
2 i s
W et +a
(1]
38,00 40,25 43,50
10- L : e
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. '° H a3 . - . 3
5 * 6 + N * . i 2 *
e B Al KA
[1] T T T T T T
1] 5 10 1] 5 10 1] 5 h{+]
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Figura35. Grafica de dispersilB t | OA 2yl yiG f QF €t eel Rl ' Yd f QF YLIX I RIF LISNI OF RI

glucosa.
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Diametre major vs. menor per 150 g/L de glucosa

LY

Diametre major (um)

i ‘ j i
2,75 5,75 775 9,75 12,00
# . .t y, 10
. L - + . + +;
++ ’ ++ > + % + 4 -G
+ et i
14,00 16,00 18,00 20,00 22,00 0
104
5 +
¢ 25,75
¢++ .
-
-
!
35,75 43,50 ¢
104 e, #‘,;‘
5_
1] T T T T T
[1] 4 [1] 4 8 [ 4 8
Diametre menor (um)
Figura36® DNEXL FAOF RS RAALISNERAs NBtIFOA2ylyd tSa
de 150 g/L de glucosa.
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Diametre major vs. menor per 200 g/L de glucosa

LY

Diametre major (um)

[ 4 E] [H] 4 &
Diametre menor (um)

(=]
e
e

Figua37d DNL FAOF RS RA&ALISNBEAs NBtIFIOAz2ylyld tSa YSadNBa RSta R
de 200 g/L de glucosa.
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Diametre major vs. menor per 250 g/L de glucosa

Figura38. Grafica de dispersio relacionant les mesures dels diametre€rgaNJ A

=
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F10

-0

{ i { ki
2,75 5,75 7,75 9,75 12,00
. “‘tq M -+ . g PR
14,00 16,00 18,00 20,00 2200
10 o o, A .
57 = + i’y }J ’
0
23,75 25,75 2175 29,75 375
:‘ /ﬂw ’Q} . /}'
33,75 35,75 38,00 40,25 4350
10 i, ; ’ e .
+, =t A e
*n + - * 7 +
t . . .
d ‘ } b, f’
[} T T T T T T
[1] 4 ] 1] 4 & 4 &

de 250 g/L de glucosa.

Diametre menor (um)

YSy2NJ LISNJ OF Rt

4SYL}A

Per podefho analitzar de manera més precisa, es va escollir una hora determinada com a
exemple per tal de fer la recta de regressio i comprovar les diferencies entre les dues opcions,
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Alcada vs. Amplada
Assaig 200 g/L de glucosa

Temps =22 h
10 - )
8.
£
2 6
L1
o
[12]
s
<< 4.
5 .
U T T T T
0 2 4 6 8 10
Amplada (um)
Figura39® DNEXL FAOF RS RA&ALISNBEAs NBtIFOA2ylFyd tQFfcel RI FYd fQF YLI
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Diametre major vs. menor

Assaig 200 g/L de glucosa
Temps =22 h

10 -

Diametre major (um)

=]

0 2 4 6 8 10
Diametre menor (um)

Figura40. Grafica de dispersi6 fel OA2y | yi tS& YSadaNBa RSta RALYSGNBaA YI 22N
200 g/L de glucosa.

Els resultats de |’ ajust d38com delad0esnosatrerdada r egr e s
Taula 6
Taula5. Resultats de®@F 2dza i RS fI NBOGI RS NBINBaaisd

Algada vs. Amplada

ABH'HH h 8 AT 1T HE $d AET @b v wmdo g wgd AT T C
R=68,6 % R =83,5%
Els parametres escollits per analitzar la morfologia sénels mesuatset i r de | > aj ust 4
| el -1 ipse (diametres) per dos motius atenent c

1. Mirantelsgr af i cs de dispersi é6 s’aprecia una maj
la relacio entre alcada i amplada respecte als diametres.

2. Per tal de poder comparar amb altres edis, i a la bibliografia consultada,
s'utilitzen d@uusiettals20p9% Coelnvestal, 80aigue a
partir d'ells s’obté un parametre i mportan
| " el o Ragicemtre € digfmetre major i el memh
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Donat que les dimensions & cerevisiaes troben entre 4 i 8 purnfFajarda Sarmientg2007)
analitzem entre quins valors es troben els diametres mesurats pel programa ImageJ sobre les
nostres imatges digitals (Tawx

Taula6d 9aidl RNaiGAOa oraAada RS fF YARF RSta RALYSGENBa YIF22NJ A
. . - EE de la . . L
Variable Assaig N Mitjana mitjana Desv.Est. Minim Q1 Mediana Q3 Maxim

Diametre 150 3083 6,9011 0,026 1,4464 2,0126 59198 7,1051 7,9291 11,6543
major 200 3687 6,6133 0,0244 1,479 1,6544 5,7657 6,8148 7,6332 10,8248
(um) 250 3856 6,929 0,0218 1,3512 2,0902 6,146 77,1212 7,8366 11,4687

Diametre 150 3083 57545 0,0253 1,4046 1,2245 4,9132 59628 6,8356 8,8307
menor 200 3687 54829 0,023 1,3948 0,863 46793 57138 6,5187 85872
(um) 250 3856 58394 0,021 1,3068 0,9863 5,1023 6,1186 6,8268 8,6397

La taula6 ens aporta informacié sobre la quantitat de mostres mesurades per a cada grup

variable— assaig, tenint per tots ells més de 3000 cél-lules analitzadespuamimitjana i una

mediana quesén similars als descrits a la bibliografia (per exentpl@rdo | Sarmiento, 2007

Amb aquestes dades, per o, no es coneix |l a di
| > hi stogrMdhma (Fi gur a

Histograma de Diametre major (um) Histograma de Diametre menor (um)
Normal Normal
0 l 4 L] a O U o Fd 4 LJ "n v w
50 200 20 150 150 200 20 150
Media 6501 Media 5755
% Desv Est, 1446 “ Desv.Est 1405
N 3083 : N 3083
200 200
0 Medla 6613 10| pMedla 5483
§ Dasvist. 1479 'é; DesvEst 139%
< s N 3687 < s |N 3687
& 250 o 2%
-1 o Medis 6929 b= o Med 5839
T 2 Deyv.Est. 1,351 T n DesvEst. 1307
@ N 3886 o N Jes6
P P
g 15 & 5]
0 0-
5 3
0 0 —~—
0 4 56 8 W W 9 2 4« 6 0 W W
Diametre major (um) Diametre menor (um)
Figura4l® | A&4G23INF YSa RS tI RA&AGNRAOdzOAs RSt RALYSGNB YSy2N |
referéncia a les marques de 4 i 8 um.
A partir dels histogrames s’ extreu que | a mida
a dintre delrang correcte de dimensions per aquest microorganisme i que amb el valor total, és
a dir, sense tenir en compte el t emps, no s’ ap

mesures de diametre.

Elparametre d’' el)oén gratio enfre e{ diametre major ideRmenor i aporta
informaci6é sobre la deformacié de les cél-lulesratib ideal per a representar cél-lules tant
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gue no estiguin gemmant com amb gemma molt petita es troba entre 1 (Clp5lho et al.,
2004} una elongacié mégran indica cél-lules que estan gemmant o que tenen alguna
deformacié o forma irregular.

Histograma de |'elongacio

1 1,5 1,00 1,25 1,50 1,75 2,00 2,25 2,50
150 200
' ! ' m ! 20
| ' ] . 15
. | | | | 10
ﬁ I i I i
v a a :
n
© 0
e , 250 1 1,5
(] ' !
2 20, !
@ | |
o 1
15 | !
0] |
5 |

1,00 125 1,50 1,75 2,00 2,25 2,50

Elongacié
Figura42d | AaG23aNF Y RS fQSt2y 3l OAs LISNJ OFRI 02y OSyiN} OAs RS
Les linies de referéncia mostren el rategvalors ideals deétio per a cél-lules sense gemma o
amb una gemma petita. Com que el programa ImageJ separa les gemmes de les cél-lules mare,
aquesta elongaci6 es concentra majoritariament en aquest rang, siseaat voltant del 90%
deleselongacins de | es cél -l ules entre aquests valor s
per tal de poder distingir les cél-lules sense gemma de les que estan gemmant, tot sabent que
| el ongaci 6 de | es segones sera théanet@&bvada. deec
cerevisiag és d’aproxi madament el 70% de cel -l ul es s
20% en valors d'entre 1,5 i (Qg¢lhoetlal.,,8%) entre 2 i
Aquests resultats que hem presentatrepreseean | i ni c i d’una nova etapa
aprofundi nt amhdella’base deldddesiobtireysda aplicansmetiodes
d’inferéncia univariant i mul tivariant per tal
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4. CONCLUSIONS

S’ h a apoonsla tecnicaxperimentalen el laboratori per lgpreparacié cel-lular i de medi

que haperméslaapt ura d’' i matges di gpetadaressconcentraciomss c el - |
inicials de glucosa (150, 200 i 250 g/L) al llarg de 43 h garantinedue cul ti u s’ ha a
durant |l a fase de | aténcia al medi , ha assolit

estacionaria durant més de 20 h.

S’ rhadaptate | s parametres de c apdnfinitylalathcididenblaugee de | a
metilé per poder diferenciar cél-lules vives i cél-lules morigse inicialment no podiem
distingir.

S"ha establert el pr ot oc oimatgtedigitatsle Ibsael-lilesdee | t r act
llevat mitjangant el programari lliure ImageS’ h a n yatdiversegmacros per automatitzar
aguest tractament i analisi.

Es disposa d’'una base de dades de <caracterist
cél-lules de llevat en relaci6 a grandaria i morfologia de les seves imatges.

S’ ha r eaanladlsiexplardbriapreliminard aquesta base de dades

a) Atenent a | " evol u’co s d reepgistripusiénslddleslarees del t i u s
les imatges dels llevatorresponents als 20 instants temporals varien en forma, en
tendéncia central i en variabilitat, permeteml reconeixementde canvis de fase.

Aquestes variacions no permeten determinar amb exactitud el canvi de fase, pero si
que ens permet aproximaros.

b) Els parametres morfoldgicebtinguts permetendescartar que les cél-lules siguin
rodones i no s’'aprecien canvis importants al

c) Els resultats del parametre elongacio estan en sintonia amb els parametres refexencia
a la bibliografigl—1,5).

d) Durant les diferents fases de I'evolucié del cultiu s'observen canvis en lebutigiris
de les arees de leslelales de llevat. En la fase de latencia les distribucions de les arees
son mes irregulars que en les altresds, amb valorde la mitjana petits. Durant la
fase exponencial la forma de la distribucié canvia cap a una distribucié bimodal,
formant-se dues subpoblacions diferenciades (arees petites i grans), amb un increment
en el valor de les mitjanes. En la fastacionaria aquesta distribucio varia cap a una
distribucié més compacta, unimodaliambvaldess a mi tj ana més grans (
Aquests canvis de forma i teéxacia central de la distribucio de les arees durant les tres
fases del cultiu identificaab (lag, log i estaci@na), en general, s'observa que es
reprodueix per a cada una de les tres concentracions inicials de glucosa estudiades
(150, 200 i 250 g/L).

e) Per a les tres concentracions inicials de glucosa (150, 200 i 250 g#hgjoiaarea
s ' é Amb la menor concentracié de glucosa al medi i la menor area correspon a la
major concentracié de glucosa.
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