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A eletroporação é um método muito utilizado para introduzir moléculas em 

células. Neste trabalho, foram desenvolvidos protocolos para eletroporação de bactérias 

Escherichia coli utilizando plasmídeos que conferem resistência à ampicilina e, depois, 

estas foram cultivadas em meio contendo este antibiótico. A eficiência do processo foi 

determinada pelo número de colônias sobreviventes no meio seletivo e o modelo 

experimental foi validado utilizando um eletroporador comercial. A eficiência foi 

máxima quando foram aplicados campos elétricos de 8 kV/cm. Adicionalmente, foram 

desenvolvidos dois métodos de processamento, baseados na Transformada de Hough, 

para contagem automática destas colônias. O primeiro converte a imagem original para 

binária e depois detecta as bordas das colônias utilizando uma operação morfológica, 

enquanto o segundo detecta diretamente as bordas por meio de filtragem. Ambos foram 

avaliados utilizando imagens reais e simuladas com até 1000 colônias. A média da razão 

“contagem automática / manual” das colônias nas imagens reais foi 88% para o 

primeiro método e 91% para o segundo, e a média da “automática / número de colônias” 

nas simuladas, 93% e 90,8%. Considerando a faixa de trabalho da maioria dos artigos 

da área, de até 300 colônias, a média das imagens reais foi 97,4% e 97,9% com 

correlação entre as contagens de 0,983 e 0,993 e a das simuladas, 97,3% e 96,6% com 

correlação entre a contagem automática e o número de colônias de 0,999 para ambos os 

métodos. Os algoritmos desenvolvidos apresentaram resultados compatíveis ou 

superiores aos dos métodos relatados na literatura. 
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Electroporation is a widely used method to introduce molecules into cells. In this 

work, we developed protocols to evaluate the electroporation of Escherichia coli 

bacteria using plasmids that confer resistance to ampicillin and then the bacteria was 

grown in medium containing this antibiotic. The efficiency of this process were 

determined by the number of surviving colonies on the selective medium and the 

experimental model was validated using a commercial electroporation device. 

Maximum efficiency occurred when an electric field of about 8 kV/cm was applied. 

Additionally, two processing methods, based on the Hough Transform, were developed 

for the automatic counting of these colonies. The first converts the original image to 

binary and then detects colony edges using a morphological operation while the second 

directly detects the edges by filtering. Both were evaluated using real and simulated 

images with up to 1000 colonies. Real images average of the “automatic/ manual count” 

of the colonies was 88% and 91% in the first and second methods, respectively. 

Simulated images average of the “automatic count/ number of colonies” was 93% and 

90,8%. Considering the working range of 0-300 colonies in most papers in this area, the 

average of the real images was 97.4% and 97.9% with correlation between the counts of 

0.983 and 0.993, and the average of the simulated ones, 97.3% and 96.6% with 

correlation between automatic count and colonies number of 0,999 for both methods. 

The algorithms developed and provided similar or better results than those of the 

methods reported in the literature. 
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Capítulo 1. Introdução 

A eletroporação é um método que consiste na aplicação de pulsos elétricos a 

células para aumentar transitoriamente a permeabilidade da membrana plasmática e 

possui aplicações importantes na área de biotecnologia e na clínica. O processo de 

permeabilização celular ocorre, pois o campo elétrico aplicado induz mudanças 

estruturais na membrana que levam à formação de poros hidrofílicos, permitindo a 

passagem de moléculas que normalmente não conseguem atravessar a barreira imposta 

pela bicamada lipídica (CHEN et al., 2006; ESCOFFRE et al., 2009). 

Desde a sua primeira utilização, em 1982, para introduzir DNA em células de 

mamíferos (NEUMANN et al., 1982), esta técnica vem sendo usada para possibilitar a 

entrada de uma grande variedade de moléculas: RNA, proteínas (ROLS, 2006), 

anticorpos (CHEN et al., 2006), hormônios, analgésicos, anti-inflamatórios (ESCOBAR-

CHÁVEZ et al., 2009), entre outros. Para avaliação da eletroporação, diferentes métodos 

podem ser utilizados, tais como a monitoração da troca, entre as células e o meio 

extracelular, de moléculas às quais a membrana é impermeável (HE et al., 2006; ROLS e 

TEISSIÉ, 1998; TEISSIÉ et al., 1999; ZHU et al., 2010), a realização de medidas da 

condutividade elétrica das membranas celulares (PAVLIN et al., 2005) e de 

bioimpedância (GLAHDER et al., 2005) para avaliar a permeabilização das células. 

Também, são utilizados diferentes tipos de plasmídeos (EYNARD et al., 1992; MORITA 

et al., 2007; ROLS et al., 1992; ROLS e TEISSIÉ, 1998), que são moléculas de DNA 

comumente usadas como vetores de clonagem, isto é, agentes que carregam um segmento 

de DNA de interesse (NELSON e COX, 2002) e que podem ser empregadas para 

acrescentar um determinado fenótipo na célula, por exemplo, por meio da síntese de uma 

proteína específica. 

Neste trabalho, foi utilizado um plasmídeo que confere resistência ao antibiótico 

ampicilina como ferramenta de estudo do processo de eletroporação. As bactérias 

Escherichia coli foram submetidas à aplicação de campos elétricos na presença dos 

plasmídeos de modo que as que foram eficientemente eletroporadas adquiriram 

resistência a este antibiótico. Após a eletroporação, estas células foram cultivadas em 

meio contendo ampicilina para selecionar apenas as bactérias resistentes, permitindo, 

assim, determinar-se a eficiência deste processo. 

Para medir a eficiência da eletroporação neste caso, é necessário realizar 

contagens das colônias de bactérias nas placas de cultura. A contagem manual de células 
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e de colônias celulares é tradicional e comumente utilizada. Porém, é trabalhosa, exige 

tempo e é suscetível a variações, principalmente, quando há uma grande quantidade de 

células ou de colônias (CHEN e ZHANG, 2009; HERMAN et al., 1983; LUMLEY et al., 

1997). No presente trabalho, foi desenvolvido um programa em Matlab® para contagem 

automática de colônias de bactérias, baseado na Transformada de Hough (TH), 

comumente utilizada para reconhecimento de formas geométricas, tais como retas e 

círculos, em imagens (DUDA e HART, 1972). 

1.1. Objetivos 

O objetivo geral do trabalho foi desenvolver uma estrutura que permitisse a 

avaliação experimental da eletroporação celular no Laboratório de Instrumentação 

Biomédica (LIB). 

O modelo experimental escolhido foi bactérias e, então, foi montada uma estrutura 

para cultivo destas células, incluindo os equipamentos e os materiais necessários, e foi 

realizado o pedido do Certificado de Qualidade em Biossegurança, necessário em 

projetos que utilizam organismos geneticamente modificados. 

Para alcançar o objetivo geral, foram estabelecidos os seguintes objetivos 

específicos: 

 Estabelecimento dos parâmetros de cultivo das bactérias e dos protocolos 

necessários para a eletroporação destas células; 

 Desenvolvimento de um sistema para aquisição das imagens para 

processamento; 

 Desenvolvimento de uma rotina, em Matlab® 7.5, para contagem automática 

de colônias de bactérias; 

 Validação do modelo experimental utilizando um eletroporador comercial; 

 Avaliação do eletroporador programável em desenvolvimento no LIB. 
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Capítulo 2. Fundamentos Teóricos 

Esse capítulo se dedica a fornecer as bases para o entendimento do processo de 

eletroporação. Para tal, é necessário discorrer sobre conceitos fundamentais de biologia 

celular e de eletricidade. Também, serão apresentados conceitos básicos do 

processamento de imagens para serem utilizados nos capítulos subsequentes. 

2.1. A célula 

Em 1665, Robert Hooke publicou o trabalho Micrographia, no qual diversas 

estruturas microscópicas foram descritas pela primeira vez. Neste trabalho, foi mostrado 

que a cortiça era formada por um grande número de pequenas cavidades, as quais foram 

denominadas células (GEST, 2005). No entanto, nessa época ainda não se conhecia o 

significado e a importância de uma célula. 

Quase dois séculos após a descoberta das células, em 1838, os pesquisadores 

Matthias Schleiden e Theodore Schwann desenvolveram a Teoria Celular. Segundo 

Baluska et al. (2004), esta teoria dizia que as células são as menores unidades da vida, a 

partir das quais todos os organismos eucarióticos são formados. 

O conceito de célula foi aprimorado e, atualmente, é bem descrito na literatura que 

a célula é a menor unidade de todos os organismos vivos e apresenta a capacidade de 

replicação independente. Esta característica fundamental de autoduplicação está 

relacionada com o processo de divisão celular, isto é, em uma determinada etapa do seu 

desenvolvimento, uma célula se divide e dá origem a duas novas células (ALBERTS et 

al., 2004). 

A maioria dos organismos é formada por uma única célula, como uma bactéria. 

Há também os organismos multicelulares, formados por um grupo de células. O corpo 

humano, por exemplo, contém cerca de 1013 células humanas, além de aproximadamente 

1014 células microbianas que constituem a flora normal. Apesar da grande diversidade de 

organismos unicelulares e multicelulares, todos são gerados a partir da divisão de uma 

única célula. Por esse motivo, a célula é considerada a menor unidade da vida 

(ALBERTS et al., 2004). 

As células são estruturas delimitadas por uma membrana plasmática, constituída 

principalmente de moléculas lipídicas e protéicas. O espaço intracelular corresponde ao 

citoplasma, o qual é preenchido por um fluido denominado citosol e, neste fluido, ficam 
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imersos os componentes celulares. As estruturas internas das células apresentam 

diferenças, dependendo da classificação dos organismos vivos em eucariotos ou 

procariotos (ALBERTS et al., 2004). 

As células eucarióticas possuem núcleo, limitado por membrana, no qual se 

localiza o DNA. Além do núcleo, uma célula eucariótica possui outros compartimentos 

envoltos por membrana, denominados organelas, que apresentam estruturas e funções 

distintas. Os animais, as plantas e os fungos são exemplos de organismos formados por 

células eucarióticas. Muitos eucariotos são unicelulares, como as leveduras, os 

protozoários e as algas (ALBERTS et al., 2004). 

Diferente das células eucarióticas, os procariotos não apresentam núcleo definido. 

O DNA, assim como outros componentes, se encontra em um único compartimento 

citoplasmático envolto pela membrana plasmática (Figura 1). Na maioria das espécies, 

além da membrana, há uma estrutura protetora denominada parede celular (ALBERTS et 

al., 2004). Os dois grupos de procariotos são as bactérias e as arquebactérias (OREN, 

2004). 

 
 

DNA 

Flagelo 

Membrana 
plasmática 

Parede 
celular 

Ribossomo no citosol 

1 µm 

 

Figura 1. Desenho esquemático de uma bactéria, uma célula procariótica. 

As células eucarióticas, em geral, são maiores e mais complexas que as 

procarióticas, como pode ser observado na Figura 2. 

Apesar da enorme variedade de tipos celulares e das diferenças estruturais entre 

eles, há características em comum em todas as células, como, por exemplo, a presença da 

membrana plasmática. Esta estrutura é uma das mais importantes em uma célula, pois 

mantém as diferenças características entre o citoplasma e o ambiente extracelular, entre 

outras funções. 
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Figura 2. Célula eucariótica. O desenho evidencia as estruturas internas de uma célula 
animal, que possui diferentes organelas com funções específicas (Copyright © 2002 de 
Molecular Biology of the Cell por Bruce Alberts et al. Reproduzido com a permissão de 
Garland Science/Taylor & Francis Books, Inc). 

Como o processo de eletroporação, objeto de estudo deste trabalho, induz 

mudanças estruturais na membrana plasmática (CHEN et al., 2006), é importante 

descrever algumas propriedades das membranas. 

2.1.1. Estrutura da membrana plasmática 

A membrana plasmática é uma bicamada lipídica, com espessura aproximada de 

5 nm (NEUMANN et al., 1999), na qual estão inseridas as proteínas de membrana 

(Figura 3). Os lipídios e as proteínas são mantidos unidos principalmente por interações 

não-covalentes e a maioria destas moléculas se difunde dentro de uma mesma 

monocamada. Portanto, a membrana é uma estrutura dinâmica, frequentemente descrita 

como um fluido bidimensional (ALBERTS et al., 2004). 

As proteínas se associam à bicamada lipídica de diversas maneiras: atravessando a 

bicamada (proteínas transmembrana), expostas somente em um lado da bicamada, ligadas 

por interações não-covalentes com outras proteínas de membrana, por meio de uma ou 

mais ligações covalentes com cadeias lipídicas, entre outras. São as proteínas que 

exercem a maioria das funções da membrana plasmática e a forma como elas se ligam à 

membrana está relacionada com a sua função. Por exemplo, os receptores de superfície, 

Membrana 
plasmática 

Nucléolo Peroxissomo 

Lisossomo 

Ribossomos 
no citosol Núcleo Complexo  

de Golgi 
Retículo 
endoplasmático 

Mitocôndria 

Envelope nuclear 

DNA 5 µm 
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em geral, são proteínas transmembrana que se ligam a moléculas sinalizadoras no meio 

extracelular e iniciam uma resposta no outro lado da membrana, gerando sinais 

intracelulares (ALBERTS et al., 2004). Há casos de receptores que reagem com a 

molécula sinalizadora ou interagem com um estímulo físico, como os sensores de 

temperatura na membrana de bactérias (MASCHER et al., 2006). As proteínas 

transmembrana também são responsáveis pelo transporte de moléculas através da 

bicamada lipídica (ALBERTS et al., 2004), como será abordado na próxima seção. 

 

 Bicamada 
 lipídica 

5 nm 
 

Lipídeos 

Proteínas 
 

Figura 3. A estrutura da membrana plasmática em duas dimensões. 

As principais classes de lipídeos das membranas são os fosfolipídeos, o colesterol 

e os glicolipídeos. Estes lipídios são moléculas anfipáticas, isto é, possuem uma 

extremidade hidrofílica (polar) e outra hidrofóbica (apolar). Quando se encontram em um 

ambiente aquoso, se agrupam espontaneamente em camadas duplas de modo que as suas 

caudas hidrofóbicas sejam direcionadas para o interior da bicamada e a extremidade 

hidrofílica fique em contato com a água. Este processo ocorre porque as moléculas 

hidrofílicas formam interações eletrostáticas favoráveis com as moléculas de água 

enquanto as hidrofóbicas não o fazem. Assim, a formação de uma bicamada lipídica é 

energeticamente mais favorável (ALBERTS et al., 2004). 

2.1.2. Propriedades da membrana 

A bicamada lipídica da membrana plasmática funciona como uma barreira à 

passagem da maioria das moléculas hidrossolúveis, dado que o seu interior é constituído 

pelas caudas hidrofóbicas dos lipídeos. O transporte de íons e de pequenas moléculas 

hidrofílicas através da bicamada é realizado por duas principais classes de proteínas: 

carreadoras e de canal (ALBERTS et al., 2004). 

No primeiro caso, uma molécula específica se liga à proteína carreadora de um 

lado da membrana, em um sítio de ligação, e é transferida quando ocorrem mudanças 
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conformacionais na proteína que expõem o determinado sítio ao outro lado da membrana 

(Figura 4). Algumas proteínas são acopladas a uma fonte de energia para transportar o 

soluto contra o seu gradiente eletroquímico (ALBERTS et al., 2004). 

 

Bicamada 
lipídica 

Sítio de ligação ao soluto 

Soluto Proteína carreadora 

 

Figura 4. Modelo de uma proteína carreadora. 

As proteínas de canal formam poros hidrofílicos através da bicamada lipídica, os 

quais permitem a passagem de solutos específicos, geralmente íons, a favor do seu 

gradiente eletroquímico (Figura 5). Assim, o transporte realizado pelas proteínas de canal 

é sempre passivo, enquanto que o transporte por carreadores pode ser passivo ou ativo 

(ALBERTS et al., 2004). 

      
 Canal fechado Canal aberto 

Poro aquoso 

Bicamada 
lipídica 

Proteína de canal 
 

Figura 5. Proteína de canal. A formação do poro hidrofílico, através do qual há difusão 
dos solutos, ocorre apenas quando o canal está aberto. 

A troca de solutos específicos entre a célula e o meio extracelular, através da 

membrana plasmática, é importante para regular a diferença de concentração dos solutos 

entre os dois meios. Devido à atividade das proteínas de membrana, são estabelecidos 

gradientes eletroquímicos através da bicamada lipídica, os quais são fundamentais para 

desencadear muitos processos, como, por exemplo, a produção de adenosina trifosfato 

(ATP) celular (ALBERTS et al., 2004). 

Um conceito importante, relacionado com os mecanismos de transporte, é o de 

potencial de membrana. Este potencial elétrico é gerado quando íons são transportados 
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através da membrana plasmática de modo que resulte em uma diferença no número de 

íons positivos e negativos entre os dois lados da membrana e, consequentemente, 

diferença na carga elétrica (Figura 6). Uma pequena diferença em quantidade de cargas é 

suficiente para causar mudança na diferença de potencial através da membrana 

(ALBERTS et al., 2004). 
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+ - + - + - + + 

 - + - + - + - + 

+ - + - + - + + 

 - + - + - + - + 

+ - + - + - + + 

 (a) (b) 
 

Figura 6. Geração de um potencial de membrana. Em (a), o potencial é zero, pois o 
número de cargas é igual nos dois lados da membrana. Quando íons cruzam a bicamada, 
como mostrado em (b), é gerado um potencial de membrana diferente de zero. 

O potencial de membrana da célula pode ser alterado por determinados processos, 

tais como, por exemplo, a abertura ou o fechamento de canais iônicos (ALBERTS et al., 

2004) e a eletroporação (GEHL, 2003), conforme será visto adiante (Seção 2.3). 

2.2. Campo e potencial elétricos 

Os mecanismos da eletroporação relacionam-se com a interação entre membranas 

biológicas e o campo elétrico ao qual são submetidas (CHANG et al., 1992). Portanto, é 

importante compreender o que é campo elétrico e os conceitos inseridos nesta definição. 

Segundo Smith e Cooper (1964), qualquer região em que forças elétricas possam 

ser detectadas é denominada campo elétrico. O módulo de uma força elétrica pode ser 

definido pela Lei de Coulomb (Equação 1): 

 
2r

2Q1Q
kF  (1) 

Nesta equação, F é o módulo da força entre duas cargas Q1 e Q2, r é a distância 

entre elas e k é uma constante que depende das unidades de medida das variáveis 

(SMITH e COOPER, 1964). 

Assim, o campo elétrico pode ser entendido como um campo de força gerado por 

cargas elétricas. A intensidade de um campo elétrico (E) em qualquer ponto é dada pela 
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Equação 2, 

 
q

F
E  (2) 

na qual F é o módulo da força que age em uma pequena carga de prova q. Quando há 

muitas cargas em uma região, a força em qualquer uma delas é igual à soma das forças 

que cada uma das outras cargas exerce na primeira independentemente (SMITH e 

COOPER, 1964). 

O campo elétrico é representado por linhas de força, as quais são desenhadas de 

forma que a tangente em cada ponto forneça a direção do campo elétrico no ponto. A 

disposição das linhas de força depende da polaridade e da quantidade de cargas, mas o 

sentido é sempre partindo das cargas positivas para as negativas, como no exemplo da 

Figura 7 (SMITH e COOPER, 1964). 

Outro conceito importante é o de potencial elétrico, definido pela Equação 3, em 

que P é o potencial em um ponto,  é o trabalho necessário para mover uma pequena 

carga de prova q de um ponto no infinito para o ponto considerado. 

 
q

P  (3) 

A unidade de potencial é Joule (J) por Coulomb (C), isto é, Volt (V). Da mesma 

forma, a diferença de potencial entre dois pontos é o trabalho por unidade de carga 

necessário para mover uma pequena carga de prova de um ponto para outro (SMITH e 

COOPER, 1964).  

Quando há duas placas paralelas carregadas, sendo uma positivamente e a outra 

negativamente, o campo elétrico tem magnitude e direção constantes e é denominado 

uniforme. É importante destacar que o campo elétrico é uniforme se a placa for 

considerada infinita. Caso contrário, o campo deixa de ser uniforme nas extremidades das 

placas, onde as linhas de força se curvam (Figura 7). No caso do campo elétrico 

uniforme, a sua intensidade (E) é definida pela Equação 4, em que V é a diferença de 

potencial entre as placas e d é a distância entre elas (SMITH e COOPER, 1964). 

 
d

V
E  (4) 

Durante a eletroporação, um campo elétrico é obtido quando uma diferença de 

potencial é aplicada entre dois eletrodos (TEISSIÉ et al., 1999), no meio dos quais se 
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encontram as células que serão eletroporadas. Tradicionalmente, os eletrodos são do tipo 

placas paralelas e o campo elétrico gerado é uniforme, de modo que a intensidade deste 

campo pode ser descrita pela Equação 4 (HUANG e RUBINSKY, 1999; PUC et al., 

2004). 

 

d 

 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

 

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 

+ 

_ 

V 

 

Figura 7. Campo elétrico entre duas placas paralelas carregadas, sendo V a diferença de 
potencial e d a distância entre elas. 

2.3. Bases da eletroporação 

Quando células são submetidas a pulsos elétricos, ocorre um aumento transitório 

da permeabilidade das membranas a moléculas presentes no meio extracelular e este 

fenômeno é denominado eletroporação ou eletropermeabilização. Esta técnica é utilizada 

em uma grande variedade de células, eucarióticas ou procarióticas: de mamíferos, 

incluindo humanas; de plantas; bactérias; leveduras; entre outras (CHANG et al., 1992). 

Podem ser usados pulsos elétricos com amplitude, duração e frequência variadas, 

dependendo do tipo celular utilizado e das características físico-químicas das moléculas 

que serão introduzidas na célula. Além dos parâmetros do campo elétrico, as condições 

de cultivo celular variam conforme a célula que será utilizada (CHANG et al., 1992). 

Com relação aos mecanismos envolvidos no aumento da permeabilidade celular, o 

processo tradicionalmente descrito na literatura é que o campo elétrico gerado durante a 

eletroporação causa o aparecimento de poros aquosos ou hidrofílicos na membrana, os 

quais possibilitam a entrada de moléculas específicas nas células (CHEN et al., 2006; JI 

et al., 2006; NEUMANN et al., 1982; YUAN, 2007). Apesar da dificuldade em se 

detectar os poros, devido ao seu tamanho e à rapidez do processo, já foi possível efetuar a 

sua observação em hemácias por meio de microscopia eletrônica (CHANG e REESE, 

1990). 

O processo de formação de poros pode ser dividido em três principais etapas: a 

formação e o fechamento de poros muito pequenos nos primeiros microssegundos a 

milissegundos; a rápida expansão de alguns destes poros nos milissegundos seguintes e o 
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fechamento dos mesmos, que varia de segundos a minutos após a aplicação do pulso 

elétrico (CHANG et al., 1992). 

Esta dinâmica de abertura e fechamentos dos poros é importante, pois está 

diretamente relacionado com a viabilidade das células após a eletroporação. Quando os 

poros formados são transitórios, a eletroporação é dita reversível e grande parte das 

células sobrevive. Se o processo de abertura dos poros for muito longo ou se não houver 

fechamento dos poros, há morte celular e a eletroporação é denominada irreversível 

(AGARWAL et al., 2009). 

É bem descrito na literatura que a entrada de pequenas moléculas nas células, após 

a aplicação dos campos elétricos, ocorre através dos poros formados por meio de 

processos como difusão, eletroforese e eletrosmose. Entretanto, os mecanismos 

relacionados com a permeabilização da membrana ainda não foram completamente 

elucidados. O processo de introdução de macromoléculas, como o DNA, é muito mais 

complexo que os mecanismos citados anteriormente e envolve outras etapas além da 

permeabilização da membrana: migração do DNA em direção à membrana, interação 

DNA/membrana, entrada no citoplasma e, no caso de células eucarióticas, migração até o 

núcleo e passagem através do envelope nuclear. Entretanto, pouco se sabe sobre os 

detalhes relacionados a essas etapas (ESCOFFRE et al., 2009; ROSAZZA et al., 2011; 

WU e YUAN, 2011). 

Trabalhos recentes mostraram que a internalização do complexo DNA/membrana 

em células de mamíferos ocorre via endocitose (ROSAZZA et al., 2011; WU e YUAN, 

2011), que pode ser definida como o processo por meio do qual as células eucarióticas 

incorporam substâncias do meio extracelular. Neste processo, a membrana plasmática 

engloba o material e este é internalizado em uma vesícula delimitada por membrana 

(ALBERTS et al., 2004). É importante ressaltar que ainda são necessários mais estudos 

nesta área para entendimento dos mecanismos de regulação desta e demais etapas do 

processo de internalização do DNA na eletroporação. 

Outro ponto relevante do processo de eletroporação é a modulação do potencial 

das membranas celulares. O campo elétrico gerado altera a diferença de potencial da 

membrana, como descrito pela Equação 5: 

 cosErgfV i  (5) 

Em que V é a diferença de potencial na membrana, E é a intensidade do campo elétrico 

aplicado e  é o ângulo entre o ponto considerado na membrana e a direção do campo 
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elétrico, conforme exemplificado na Figura 8. A expressão V também é função das 

condutividades i da membrana, do citoplasma e do meio extracelular e, do raio r da 

célula (CHANG et al., 1992; GEHL, 2003). 

 

 

Figura 8. Desenho de uma célula, mostrando o ângulo  e a direção do campo elétrico E, 
indicado pela seta. 

Como o ângulo  varia com o ponto analisado na membrana, o potencial de 

membrana induzido não é uniforme em toda a superfície celular e, consequentemente, o 

processo de permeabilização da célula também não é. Segundo Gehl (2003), este 

processo se inicia no polo da célula voltado para o eletrodo positivo e, depois, ocorre no 

polo voltado para o negativo. 

Foi descrito que, no primeiro polo, são formados poros menores, mas em maior 

quantidade, enquanto que, no segundo polo, os poros são maiores e em menor número. 

Deste modo, as moléculas maiores entram na célula principalmente no polo voltado para 

o eletrodo negativo. Adicionalmente, foi reportado que a área da membrana 

permeabilizada (ou a extensão da eletroporação) é maior no polo voltado para o eletrodo 

positivo e o grau de permeabilização é maior no outro polo. (GEHL, 2003). Essas 

propriedades foram demonstradas em experimentos práticos (GABRIEL e TEISSIÉ, 

1997; TEKLE et al., 1994) e por meio de simulação computacional (KRASSOWSKA e 

FILEV, 2007). 

2.3.1. Eletroporação e transformação de células 

A eletroporação é usada em diversas aplicações, como será visto adiante, na Seção 

3.1 (Capítulo 3). Contudo, para o entendimento de parte destes trabalhos, é necessário 

definir determinados conceitos de bioquímica, como os apresentados a seguir. 

Na área de eletroporação, utilizam-se diferentes tipos de plasmídeos (CHANG et 

 

E 
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al., 1992), que são moléculas de DNA, lineares ou circulares, existentes em diferentes 

células, como bactérias, leveduras, de fungos e de plantas (MEINHARDT et al., 1997). 

Os plasmídeos são comumente utilizados na área de engenharia genética como vetores de 

clonagem, isto é, agentes que carregam um segmento de DNA de interesse. Os 

plasmídeos, carregando o DNA de interesse, podem ser introduzidos artificialmente em 

uma célula, onde ocorre a expressão dos genes adquiridos. Este procedimento pode ser 

utilizado, por exemplo, para síntese de uma proteína específica (NELSON e COX, 2002).  

O processo de introdução de um DNA exógeno em uma célula, utilizando 

plasmídeos ou outros vetores de clonagem, é denominado transformação. Para que isto 

ocorra, as células precisam ser submetidas a algum procedimento que as torne 

competentes para receber as moléculas de DNA, como a eletroporação ou o choque 

térmico, e as células que recebem o material genético são denominadas transformantes 

(NELSON e COX, 2002). Nesta dissertação, somente o primeiro método foi utilizado 

para transformação de bactérias. 

A transformação de células não ocorre somente de maneira induzida, conforme 

discutido anteriormente. Há trabalhos que descrevem um estado fisiológico que ocorre 

naturalmente e possibilita a captura de moléculas de DNA do meio extracelular (CHEN e 

DUBNAU, 2004; DUBNAU, 1999; SOBUE et al., 2011). Este assunto, contudo, não será 

discutido, pois não é objeto de estudo do presente trabalho. 

2.4. Fundamentos de processamento de imagens digitais 

A área de processamento de imagens digitais abrange uma grande variedade de 

aplicações. Segundo Gonzalez e Woods (2002), a primeira data da década de 60, quando 

as primeiras imagens da Lua tiradas por uma sonda espacial foram transmitidas para a 

Terra e processadas por um computador para corrigir vários tipos de distorção da 

imagem. 

Desde as primeiras aplicações em programas espaciais, o processamento de 

imagens tem sido utilizado na medicina, arqueologia, astronomia, indústria, pesquisas 

científicas, entre outros (GONZALEZ e WOODS, 2002). No presente trabalho, este 

processamento foi utilizado para contagem automática de colônias de bactérias cultivadas 

em placas de Petri após os experimentos de eletroporação. Assim, neste capítulo, será 

abordada apenas uma parte dos conceitos de processamento de imagens, necessários para 

o entendimento dos trabalhos da área, que serão discutidos no Capítulo 3 (Seção 3.3). 
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O conceito de imagem, segundo Gonzalez e Woods (2002), é de uma função 

bidimensional f (x, y), em que x e y são coordenadas espaciais, e a amplitude desta 

função em qualquer ponto representa o brilho ou os níveis de cinza da imagem naquele 

ponto, para uma imagem monocromática. No caso de uma imagem colorida, os conceitos 

são mais complexos e estas diferenças serão comentadas no final da seção. 

Uma imagem é digital quando x, y e f possuem valores discretos, ou seja, uma 

imagem digital é uma função f (x, y) discretizada em coordenadas espaciais e em brilho. 

Assim, para converter uma imagem contínua em digital, é necessário amostrar a função 

f (x, y) em coordenadas e em amplitude. O processo de digitalizar os valores das 

coordenadas é denominado amostragem e o de digitalizar os valores de amplitude, 

quantização. O resultado destes dois procedimentos pode ser observado no exemplo a 

seguir. Na Figura 9, são exibidas uma imagem contínua (a), esta imagem após 

amostragem (b) e a imagem amostrada após quantização (c) utilizando uma escala de 

cinza com 16 níveis. A amostragem e a quantização são importantes, pois o número de 

amostras e os níveis de cinza utilizados determinam a qualidade de uma imagem digital 

(GONZALEZ e WOODS, 2002). 

 a b c 

 

Figura 9. Conversão de uma imagem continua em digital, após amostragem (b) e 
quantização (c). Adaptado de Water Drop - OpenClipArt (2006). 

Uma imagem digital possui um número finito de elementos e cada um possui uma 

posição e um valor. Estes elementos são denominados pixels (aglutinação de picture 

elements, isto é, elementos de figura). Então, uma imagem digital pode ser considerada 

como sendo uma matriz cujos índices de linhas e colunas identificam um ponto na 

imagem e o correspondente valor do elemento da matriz, o pixel, identifica o nível de 

cinza naquele ponto (GONZALEZ e WOODS, 2002). 

As definições dadas anteriormente foram baseadas nas propriedades de uma 
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imagem monocromática, isto é, uma imagem de intensidade, cujo tamanho pode ser 

representado por m x n, sendo m o número de linhas e n o número de colunas desta 

matriz. A imagem utilizada no exemplo anterior também é monocromática e em tons de 

cinza. 

Uma imagem colorida, entretanto, é usualmente composta por três matrizes de 

mesmo tamanho (imagem de tamanho m x n x 3), como ocorre no caso de uma imagem 

RGB (do inglês Red Green Blue). Nesse tipo de imagem, por exemplo, cada matriz 

corresponde às cores primárias vermelho, verde e azul, que, quando combinadas, 

reproduzem as demais cores. Cada pixel da imagem possui, portanto, a informação 

resultante da combinação dos três valores provenientes das matrizes R, G e B 

(GONZALEZ e WOODS, 2002). Neste trabalho, não foram utilizadas imagens coloridas 

para o processamento, portanto, esse assunto não será aprofundado. 

2.4.1. Operações com imagens 

Há diferentes técnicas de processamento de imagens, que possibilitam que os mais 

variados resultados pretendidos sejam obtidos. Entre elas, parte dos procedimentos para 

realce de imagens e determinadas operações morfológicas serão descritos a seguir, e um 

método para detecção de formas geométricas em imagens será descrito na próxima seção. 

Para o realce de imagens, são utilizados métodos tanto no domínio do espaço, que 

atuam diretamente nos pixels da imagem, quanto no domínio da frequência, dado que 

uma função f (x, y) pode ser representada por senos e cossenos de várias frequências. 

Também, são utilizadas técnicas baseadas na combinação destes dois métodos 

(GONZALEZ e WOODS, 2002). Contudo, nesta dissertação, somente os métodos no 

domínio do espaço serão abordados. 

Os métodos no domínio do espaço podem ser determinados pela expressão: 

 g (x, y) = T [f (x, y)] (6) 

na qual f (x, y) é a imagem de entrada, g (x, y) é a imagem processada e T é um operador, 

que atua em alguma vizinhança de (x, y) na imagem f (x, y), ou em um conjunto de 

imagens de entrada. A vizinhança-de-4 de um pixel p localizado na posição (x, y) é 

composta por pixels horizontais e verticais cujas coordenadas são (x+1, y), (x-1, y), 

(x, y+1), (x, y-1). Estes elementos são denominados 4-vizinhos e a notação deste 

conjunto é N4(p). Há também os vizinhos diagonais, ND(p), cujas coordenadas são 

(x+1, y+1), (x+1, y-1), (x-1, y+1), (x-1, y-1). Os 4-vizinhos e os vizinhos diagonais 
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compõem os 8-vizinhos, denotados por N8(p). Um detalhe importante é que alguns desses 

pixels vizinhos podem estar localizados fora da imagem, caso (x, y) corresponda a um 

pixel da borda (GONZALEZ e WOODS, 2002). 

Para realizar a operação T, são utilizadas subimagens, quadradas ou retangulares 

na maioria das vezes, e centralizadas em (x, y), como no exemplo a seguir (Figura 10). 

Estas subimagens podem ser chamadas de filtros, máscaras, entre outras denominações. 

Um filtro é uma matriz de duas dimensões que pode ter qualquer tamanho, mas, 

usualmente, é pequena, como a matriz 3 x 3 do exemplo. Esta matriz pode ter diferentes 

coeficientes, os quais determinam o tipo de operação que vai ser aplicada à vizinhança 

dos pixels. No processo de filtragem, o filtro é movido pixel a pixel e a operação T é 

aplicada em cada posição (x, y). A resposta ao filtro é calculada em cada um destes 

pontos para gerar a imagem processada g (x, y) (GONZALEZ e WOODS, 2002). 

 
 

x 

y 

Imagem  f ( x, y ) 

Origem 

( x, y ) 

 

Figura 10. Aplicação de um filtro 3 x 3 na vizinhança do pixel localizado em (x, y). 

Há duas principais classes de filtragem no domínio do espaço. Os filtros de 

suavização são utilizados para reduzir ruídos ou detalhes irrelevantes em uma imagem. 

Para redução de ruído, são utilizados, por exemplo, filtros que calculam a média ou a 

mediana dos valores em níveis de cinza da imagem. Os filtros de aguçamento são usados 

para realçar detalhes em uma imagem e são baseados na diferenciação, ou seja, na 

operação de encontrar a derivada de uma função. Estes filtros enfatizam bordas e outras 

descontinuidades, incluindo ruídos, e reduzem o realce de áreas cujos valores de níveis de 

cinza variam suavemente (GONZALEZ e WOODS, 2000). 



 17 

Entre os diversos filtros de aguçamento utilizados para realçar contornos em 

imagens digitais, será apresentado o Sobel, pois foi o filtro escolhido neste trabalho para 

detectar as bordas das colônias de bactérias. Este filtro é um operador de diferenciação 

que é implementado utilizando derivadas de 1a ordem. As derivadas de função digital são 

definidas em termos de diferenças, pois, em uma imagem digital, os valores são finitos e, 

consequentemente, a máxima variação possível dos níveis de cinza também é finita, e a 

menor distância na qual esta variação pode ocorrer é entre pixels adjacentes. A Equação 7 

define a derivada de 1a ordem de uma função f(x) em termos de diferenças (GONZALEZ 

e WOODS, 2002). 

 
x

xfxf

x

f )()1(
 (7) 

 

Como a menor variação em distância possível vale 1 (no caso da Equação 87, 

1x ), a equação pode ser reescrita conforme representado na Equação 8. Nestas 

equações, foi utilizada a notação de derivada parcial para manter a mesma notação das 

equações que serão apresentadas a seguir, utilizadas para imagens. Neste caso, são usadas 

derivadas parciais nos 2 eixos espaciais visto que uma imagem digital é definida como 

uma função de duas variáveis (GONZALEZ e WOODS, 2002). 

 
)()1( xfxf

x

f

 (8) 

O filtro Sobel, assim como outros filtros, calcula o gradiente de uma imagem de 

intensidade para detecção de bordas. Para uma função f (x, y), o gradiente de f nas 

coordenadas (x, y) é definido na Equação 9 e a sua magnitude, na Equação 10. Como o 

esforço computacional para implementar a Equação 10 é grande, é comumente utilizada 

uma aproximação da magnitude do gradiente, dada pela Equação 11 (GONZALEZ e 

WOODS, 2002). 
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 GyGxf  (11) 

Para explicar como estas equações podem ser aplicadas em uma imagem, será 

utilizada a mesma notação usada por Gonzalez e Woods (2002) para representar os 

pontos em uma região de tamanho 3x3 na imagem (Figura 11). O gradiente, por exemplo, 

no ponto z5, calculado utilizando a Equação 8, resulta em: Gx = (z6 – z5) e Gy = (z8 – z5). 

 
 

z4 z5 z6 

z7 z8 z9 

z1 z2 

 

z3 

 

 

Figura 11. Região 3x3 de uma imagem, na qual os pontos z representam os níveis de 
cinza. 

O gradiente também pode ser calculado utilizando máscaras de tamanho 3x3, 

como as da Figura 12, denominadas operadores de Sobel. Estas máscaras são usadas para 

calcular o gradiente no centro da região (z5) de acordo com a Equação 12 (GONZALEZ e 

WOODS, 2002). Na prática, o filtro é aplicado em toda a imagem, calculando o gradiente 

na vizinhança de cada um dos pixels. Os pontos nos quais o gradiente é máximo 

correspondem às bordas da imagem. O resultado da aplicação do filtro Sobel a uma 

imagem pode ser observado na Figura 13. 

 

 
 -1 -2 -1 

0 0 0 

1 2 1 

-1 0 
 

1 

-2 
 

0 2 

-1 0 
 

1 

 

Figura 12. Operadores de Sobel usados para calcular o gradiente de intensidade. A 
máscara da esquerda é utilizada para calcular Gx e a da direita, para calcular Gy. 
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Nesse processo, a diferença entre a 3a e a 1a coluna da região 3x3 da imagem 

aproxima a derivada na direção de x, enquanto que a diferença entre a 3a e a 1a linha da 

região 3x3 da imagem aproxima a derivada na direção de y. É importante destacar que os 

coeficientes de ambas as máscaras somam zero, para que em uma região com níveis de 

cinza constante, a resposta ao filtro seja zero, como esperado para um operador de 

diferenciação (GONZALEZ e WOODS, 2002). 

 

Figura 13. Resultado da aplicação do filtro Sobel (b) a uma imagem (a) para detecção dos 
contornos. 

No que concerne ao processamento morfológico de imagens, serão discutidas em 

detalhes apenas as operações de erosão e dilatação aplicadas a imagens binárias, pois 

estas operações foram utilizadas no processamento de imagens deste trabalho. 

Nas operações morfológicas, um elemento estruturante é aplicado à imagem de 

entrada e uma imagem de saída de mesmo tamanho é gerada. O valor de cada pixel na 

imagem de saída depende do tamanho e da forma do elemento estruturante utilizado e 

depende também da relação do pixel da imagem de entrada com a sua vizinhança, como 

será explicado adiante (GONZALEZ e WOODS, 2002). Um elemento estruturante pode 

ser definido como uma matriz de 0's e 1's que pode ter qualquer forma e tamanho 

(MATHWORKS, 2011). 

Para entender as operações morfológicas, é necessário definir dois conceitos 

importantes, de translação e de reflexão. Estas definições estão relacionadas com 

conceitos da teoria dos conjuntos. Os conjuntos são formados por elementos e, no caso de 

a b 
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imagens binárias, os conjuntos pertencem ao espaço bidimensional de números Z2, o qual 

é formado por pares ordenados (x, y), sendo x e y elementos de Z (conjunto de números 

inteiros) e os elementos dos conjuntos são vetores bidimensionais cujas coordenadas são 

as coordenadas dos pixels de valor 1 da imagem (GONZALEZ e WOODS, 2000). 

Dado um conjunto B de Z2, a translação de B pelo ponto z = (z1, z2) é definida por 

    para ,)( BbzbccB z , em que zB)(  é o conjunto de elementos c, obtido 

somando-se o ponto z a cada elemento de B. A reflexão do conjunto B, em torno de sua 

origem, é definida por     para ,
^

BbbwwB . Esta equação pode ser interpretada da 

mesma maneira da expressão anterior, porém, ao invés de serem somados, os elementos 

de B são multiplicados por -1 (GONZALEZ e WOODS, 2002). Na Figura 14, pode ser 

observado um exemplo de cada uma destas operações. 

 
 
 

B 

^

B

z1 

z2 

(B)z 

a b c 

 

Figura 14. Conjunto B (a); translação de B por z (b); reflexão de B (c). O ponto preto 
nestas figuras representa a origem de B. Adaptado de Gonzalez e Woods (2000). 

A operação morfológica de dilatação pode ser definida pela Equação 13, na qual A 

representa um conjunto de Z2, B é o elemento estruturante e Ø é o conjunto vazio. Esta 

operação é baseada na reflexão de B em torno da sua origem e na translação de 
^

B  por z. 

A dilatação de A por B é o conjunto de todos os deslocamentos z de tal modo que haja 

uma interseção entre A e 
z

B
^

 em pelo menos 1 elemento. A erosão de A por B, definida 

pela Equação 14, é o conjunto de pontos z tal que zB  esteja contido em A (GONZALEZ 

e WOODS, 2002). 
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  Ø
^

ABzBA
Z

 (13) 

  ABzBA
Z

 (14) 

Na Figura 15, podem ser observados os exemplos da aplicação de ambas as 

operações. A dilatação pode ser entendida como uma operação que expande os objetos na 

imagem, isto é, adiciona pixels nos contornos destes objetos, enquanto que a erosão 

encolhe os objetos, ou seja, remove pixels dos contornos. Aplicações da dilatação são, 

por exemplo, unir elementos ou preencher lacunas na imagem e uma aplicação da erosão 

é eliminar detalhes irrelevantes em termos de tamanho (GONZALEZ e WOODS, 2002). 

 
 

d/8 d/8 
3d/4 

Erosão de A por B 

d/8 d/8 
d 

Dilatação de A por B 

d/4 
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B = B 
 ̂

d/4 
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B 

 

Figura 15. Operações morfológicas de dilatação e erosão. A representa um conjunto de 
Z
2, B é um elemento estruturante quadrado, cujo centro está marcado com um ponto. Nas 

figuras de dilatação e erosão, a linha pontilhada representa o tamanho original de A. É 
importante ressaltar que o elemento estruturante usado na operação de dilatação é igual à 
sua reflexão, pois, neste caso, B é simétrico em relação à sua origem. Adaptado de 
Gonzalez e Woods (2000). 

Outra forma de representar estas operações é considerar que o valor do pixel na 

imagem de saída é determinado pela aplicação de uma regra ao pixel correspondente na 

imagem de entrada. No Matlab® (The Mathworks, EUA), a regra para a operação de 

dilatação é: o valor do pixel na imagem de saída é o valor máximo de todos os pixels na 
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vizinhança do pixel correspondente na imagem de entrada e esta vizinhança é definida 

pelo elemento estruturante. Em uma imagem binária, se qualquer um dos pixels da 

vizinhança vale 1, o pixel de saída é definido como 1 (Figura 16). Para erosão, o valor do 

pixel de saída é o valor mínimo de todos os pixels na vizinhança do pixel de interesse. 

Então, se qualquer um dos pixels na vizinhança é definido como 0, o pixel de saída 

também é 0 (MATHWORKS, 2011). 

 
 

Imagem de entrada Imagem de saída 

Elemento estruturante 

 

Figura 16. Operação de dilatação no Matlab®. O valor do pixel na imagem de saída é o 
valor máximo dos pixels na vizinhança do pixel de interesse na imagem de entrada. Neste 
exemplo, o pixel de interesse é o elemento circulado. Adaptado de Mathworks (2011). 

Há também técnicas que utilizam a combinação das operações de dilatação e de 

erosão. A abertura corresponde a processo de erosão seguido de dilatação, utilizando o 

mesmo elemento estruturante. Pode ser usada para remover objetos pequenos, menores 

que o elemento estruturante, enquanto que o tamanho e a forma de objetos maiores são 

preservados (MATHWORKS, 2011). A abertura também tem o efeito de alisar o 

contorno dos objetos, romper ligações estreitas e eliminar protuberâncias. O fechamento é 

uma operação inversa, de dilatação seguida de erosão, mas que também tende a alisar os 

contornos dos objetos. Porém, une ligações estreitas, elimina pequenos buracos e 

preenche lacunas no contorno (GONZALEZ e WOODS, 2002). 

O resultado da aplicação das operações morfológicas apresentadas pode ser 

observado na Figura 17. Nestes processos, foi utilizado um elemento estruturante circular 

com raio de 5 pixels. É possível observar em (b), após a erosão, que as colônias foram 

diminuídas enquanto que em (c), após a dilatação, estas foram aumentadas, comparando 

com a imagem de entrada (a). Também, é possível notar diferenças entre as operações de 

abertura (d) e fechamento (e). A imagem (d), neste caso, é muito similar à imagem (a), 

pois havia pouco ruído na imagem original, mas é possível notar que alguns ruídos foram 
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eliminados. Em (e), percebe-se que surgiram ligações entre as colônias mais próximas. É 

importante destacar que a operação de abertura não modifica a morfologia das colônias, 

enquanto as demais operações o fazem. 

 a b c 

d e  

Figura 17. Aplicação das operações morfológicas de erosão (b), dilatação (c), abertura (d) 
e fechamento (e) a uma imagem binária de colônias de bactérias (a). 

2.4.2. A Transformada de Hough 

Em 1962, P. V. C. Hough propôs um método para reconhecimento de formas 

geométricas em imagens que foi denominado Transformação de Hough (DUDA e HART, 

1972), ou Transformada de Hough (TH). Segundo Gonzalez e Woods (2002), o foco 

inicial deste método era detectar retas. A TH, entretanto, pode ser aplicada a qualquer 

função descrita por uma equação, como, por exemplo, círculos e elipses. Contudo, quanto 

maior o número de coordenadas e parâmetros utilizados para representar a forma 

geométrica que se quer detectar na imagem, maior a complexidade da Transformada. 

Nessa seção, serão explicados os conceitos da TH aplicados ao reconhecimento de retas 

em imagens. 

O método envolve transformar os pontos de uma figura em retas no espaço dos 

parâmetros, isto é, os coeficientes angular e linear. Assim, uma reta arbitrária pode ser 

representada por um único ponto no espaço de parâmetros (DUDA e HART, 1972). Para 
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entender este conceito, deve-se considerar um ponto (xi, yi) da imagem e a equação geral 

da reta yi = axi + b. Infinitas retas passam por este ponto e satisfazem esta equação, sendo 

necessário somente variar os valores dos coeficientes a e b. Porém, se a equação for 

reescrita da forma b = -axi + yi, e, se for considerado o espaço dos parâmetros (plano ab 

ao invés do plano xy), somente uma reta satisfaz a equação para um par fixo (xi, yi). Para 

explicar como uma reta no plano cartesiano é representada no espaço dos parâmetros, 

serão tomados como referência dois pontos da reta: (xi, yi) e (xI, yI). O segundo ponto 

também possui uma reta associada no espaço dos parâmetros e, neste plano, esta reta 

cruza a reta associada com (xi, yi) no ponto (a’, b’), sendo que a’ e b’ são, 

respectivamente, os coeficientes angular e linear da reta no plano cartesiano (Figura 18). 

O exemplo foi realizado com dois pontos da reta para facilitar o entendimento, mas todos 

os pontos contidos nesta reta possuem retas associadas no plano ab que se cruzam em 

(a’, b’) (GONZALEZ e WOODS, 2002). 

 
 

(xi, yi) 

(xI, yI) 

b = -xia + yi 

b = -xIa + yI 

a 

b 

b' 
x 

y 

a' 

A B 

y = a’x + b’ 

 

Figura 18. Representação de uma reta do plano cartesiano (A) no espaço dos parâmetros 
(B) da Transformada. Adaptado de Gonzalez e Woods (2002). 

Durante o cálculo da TH, o espaço dos parâmetros é subdividido em intervalos 

com os valores esperados para os coeficientes, isto é, de bmin a bmax, no eixo horizontal e 

de amin a amax, no vertical. Essas subdivisões são denominadas células acumuladoras. Para 

cada ponto (x i, yi) da imagem, o parâmetro a recebe o valor de cada um dos valores no 

intervalo amin a amax e o b correspondente é calculado para cada valor a, usando a equação 

b = -axi + yi. Cada valor b encontrado é arredondado para o número mais próximo do 

intervalo bmin a bmax. Então, se algum valor a possuir um valor b correspondente dentro 

do esperado, essa célula receberá um incremento. É importante ressaltar que, 

inicialmente, todas as células recebem zero. Uma célula localizada na posição (i, j) do 
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espaço dos parâmetros corresponde às coordenadas (ai, bi). No final do processo, um 

valor n em uma célula na posição (i, j) do espaço dos parâmetros corresponde a n pontos 

que pertencem à reta y = aix + bi no plano xy (GONZALEZ e WOODS, 2002). 

Esses conceitos podem ser aplicados a pontos localizados em um círculo:  

 222  - ) - ( + ) - ( 321 ccycx  (15) 

A principal diferença é que a utilização de três parâmetros (c1, c2 e c3) resulta em 

uma espaço de parâmetros com três dimensões, no qual as células acumuladoras possuem 

três índices. Entretanto, a metodologia para determinar se os pontos pertencem ou não à 

forma especificada são os mesmos, levando em consideração se os três parâmetros 

satisfazem a equação. 

No presente trabalho, foi desenvolvido um programa para contagem automática de 

colônias de bactérias, as quais apresentam uma morfologia aproximadamente circular 

(Figura 19). Por este motivo, a Transformada de Hough (TH) para detecção de círculos 

foi utilizada na detecção destas colônias. 

 

Figura 19. Imagem de uma placa de Petri com as colônias bacterianas utilizadas no 
estudo, as quais apresentam uma morfologia aproximadamente circular. 
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Capítulo 3. Revisão do Estado da Arte 

As bases da eletroporação foram dadas no Capítulo 2 para que, no presente 

capítulo, sejam descritas as aplicações (3.1) e os métodos de avaliação da eletroporação 

(3.2). É importante ressaltar que o objetivo deste capítulo não é enumerar todas as 

aplicações e todos os métodos existentes, e sim dissertar sobre os mais relevantes. Da 

mesma maneira, os fundamentos de processamento de imagens digitais foram discutidos 

no capítulo anterior para que, na Seção 3.3, sejam apresentados os trabalhos que utilizam 

processamento de imagens para contagem automática de células e colônias de células. 

3.1. Aplicações da eletroporação 

Antes dos primeiros experimentos que utilizaram a eletroporação para possibilitar 

a entrada de moléculas e macromoléculas em células, havia sido demonstrado, em 1977, 

que o campo elétrico aplicado a uma suspensão de hemácias era capaz de formar poros na 

membrana plasmática. Segundo os autores, estes poros alteravam a permeabilidade da 

membrana a solutos, o que levava à entrada de água nas células e a um eventual 

rompimento destas. Então, eles demonstraram que o tamanho dos poros pode ser 

controlado por meio da escolha dos parâmetros da eletroporação e a lise das células, 

evitada (KINOSITA e TSONG, 1977). 

A eletroporação foi utilizada pela primeira vez para introduzir DNA em células de 

camundongo in vitro (NEUMANN et al., 1982). Atualmente, a eletroporação possibilita a 

entrada de uma grande variedade de moléculas, tais como DNA, RNA, proteínas (ROLS, 

2006), plasmídeos (CHEN et al., 2006), hormônios, analgésicos, anti-inflamatórios 

(ESCOBAR-CHÁVEZ et al., 2009), entre outros.  

Além disso, a eletroporação é realizada tanto in vitro, em células em suspensão ou 

em uma célula isolada, quanto in vivo, em diferentes tecidos e órgãos (AGARWAL et al., 

2009; GEHL, 2003; TREZISE, 2002). A eletroporação é utilizada, inclusive, em estudos 

com células-tronco de diferentes tipos, como células mesenquimais (KIM e IM, 2011; 

MADEIRA et al., 2011) e progenitores neuronais (MUNJI et al., 2011), entre outros. 

No que concerne à eletroporação in vivo, esta é uma ferramenta muito importante 

para o estudo de diversos mecanismos genéticos e apresenta um enorme potencial para 

terapias gênicas em doenças musculares, vasculares e câncer (SWARTZ et al., 2001). 

Adicionalmente, foram desenvolvidas metodologias envolvendo eletroporação 
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intramuscular (LI, Y. et al., 2008) e eletroporação de embriões em diferentes modelos 

animais (SWARTZ et al., 2001; YUAN, 2007). 

A eletroporação não é aplicada somente à pesquisa de laboratórios, mas também 

em intervenções médicas. A eletroquimioterapia é um exemplo de tratamento contra o 

câncer baseado na aplicação de pulsos elétricos em tumores para aumentar a 

permeabilidade da membrana celular a drogas antitumorais às quais a membrana é pouco 

permeável ou impermeável. Além disso, este procedimento aumenta a citotoxicidade das 

drogas no local da aplicação dos pulsos, tornando o tratamento mais eficaz (SERSA et al., 

2008). Segundo Jaroszeski et al. (2000), a eletroporação pode ser aplicada a diferentes 

tipos de tumores sólidos, conforme demonstrado em ensaios clínicos. 

Adicionalmente, foram realizados estudos para avaliar a modulação do potencial 

de membrana induzido em organelas celulares, como, por exemplo, uma mitocôndria. 

Nesses trabalhos, foram utilizados modelos matemáticos para simular os efeitos da 

aplicação de pulsos elétricos (ESSER et al., 2010) e da exposição a campos magnéticos e 

elétricos (YE et al., 2010). Os autores demonstraram que é possível modificar o potencial 

de membrana de uma organela e, segundo Esser et al. (2010), esta modulação é 

suficiente, em alguns casos, para formar poros na membrana das organelas, revelando 

mais uma possível aplicação da eletroporação. 

Outro trabalho demonstrou que a eletroporação também pode ser utilizada para 

introduzir substâncias em uma parte da célula e, neste estudo, os pesquisadores 

introduziram corantes em compartimentos fora do soma (corpo celular do neurônio), 

especificamente, em neuritos e cones de crescimento de neurônios em cultura (LOVELL 

et al., 2006). 

3.2. Métodos de avaliação da eletroporação 

Assim como há inúmeras aplicações para eletroporação, há diversos meios para 

avaliar a eficácia deste processo e a viabilidade das células após a aplicação dos pulsos 

elétricos, apresentados a seguir. 

A eletroporação pode ser estudada por meio da monitoração da introdução, em 

células, de corantes aos quais a membrana é impermeável, como o azul de tripano (ROLS 

et al., 1992; ROLS e TEISSIÉ, 1998). Segundo Gurr (1962 apud JI et al., 2006), este 

corante se liga a proteínas intracelulares após entrar no citoplasma e confere à célula uma 

coloração azul forte devido à alta concentração destas proteínas. 
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Também são muito utilizadas moléculas fluorescentes, que podem ser detectadas 

por microscopia de fluorescência ou citometria de fluxo (ROLS e TEISSIÉ, 1998). O 

iodeto de propídeo, por exemplo, é uma molécula que normalmente não consegue 

atravessar a membrana plasmática e que fica fluorescente apenas quando se liga a ácidos 

nucléicos no interior das células (HE et al., 2006) ou quando se insere na membrana 

celular (PHEZ et al., 2005). 

Outros marcadores fluorescentes utilizados para monitorar a permeabilização da 

membrana celular são: brometo de etídeo (GABRIEL e TEISSIÉ, 1997; TEKLE et al., 

1994), fluoresceína (ROLS e TEISSIÉ, 1998; ZHU et al., 2010), calceína (ROLS e 

TEISSIÉ, 1990; TEISSIÉ et al., 1999) e o corante RH292 (HIBINO et al., 1993; 

KINOSITA et al., 1988), cuja intensidade de fluorescência, segundo (GRINVALD et al., 

1982), varia linearmente com potencial de membrana. 

O uso de marcadores, fluorescentes ou corantes propriamente ditos, em trabalhos 

nos quais a eletroporação é realizada requer atenção. Segundo ROLS e TEISSIÉ (1990), a 

entrada de marcadores nas células é uma maneira de avaliar a permeabilização da 

membrana, induzida pela eletroporação, e não uma medida da viabilidade celular. 

Entretanto, em um artigo recente (ZHU et al., 2010), foi demonstrado que o uso 

combinado de marcadores pode ser uma alternativa para avaliar tanto a permeabilização 

quanto a viabilidade. 

Segundo Zhu et al. (2010), as células marcadas incluem as células mortas e as 

células vivas que foram permeabilizadas após a eletroporação. Então, é necessário 

distinguir entre as condições: permeabilizadas vivas, mortas e as células não 

permeabilizadas. Neste trabalho, foram utilizados dois marcadores, um corante (azul de 

tripano) e um fluorescente (fluoresceína). Foi feita comparação entre as imagens de 

fluorescência e de contraste de fase (microscopia óptica), permitindo avaliar as três 

condições em leveduras. As células vivas que foram permeabilizadas ficaram 

fluorescentes e as que não foram permaneceram sem marcação, mas ambas apresentaram 

a mesma morfologia, avaliada pelas imagens de contraste de fase. As leveduras mortas 

também ficaram marcadas, porém com uma morfologia diferente (Figura 20). 

Mesmo que a viabilidade celular possa ser avaliada por imagens de microscopia, 

conforme mostrado, esta avaliação é comumente baseada na capacidade das células de se 

replicarem. Assim, alguns pesquisadores, como Rols et al. (1992) e Rols e Teissié (1990; 

1998) determinaram a quantidade de células que sobreviveram à eletroporação por meio 

da observação do crescimento das mesmas por um determinado período. Nestes 
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trabalhos, foram utilizadas células de mamíferos e o período de observação foi de 

aproximadamente 48 h, que corresponde a duas gerações destas células. 

 

Figura 20. Comparação entre as imagens de fluorescência, à esquerda, e de contraste de 
fase, à direita, de leveduras submetidas à eletroporação (Permissão gentilmente cedida 
por Springer Science + Business Media: Biomedical Microdevices, Electroporation based 
on hydrodynamic focusing of microfluidics with low dc voltage, 2010, Tao Zhu et al., 
Fig.8, © 2009 Springer Science + Business Media). 

Outros tipos celulares podem ser avaliados de maneiras diferentes. No trabalho de 

Zemanova et al. (2004), por exemplo, a viabilidade de leveduras foi medida pela 

percentagem de células que deram origem a colônias em placas de cultura após a 

eletroporação. Neste artigo, o controle correspondia à comparação deste resultado com o 

de amostras que não foram submetidas aos pulsos elétricos. 

A eletroporação também pode ser avaliada por meio da liberação de componentes 

endógenos da célula (TEISSIÉ et al., 1999). O vazamento de ATP, por exemplo, é 

utilizado como um indicador do estado de permeabilização da membrana celular após a 

aplicação dos pulsos elétricos. No trabalho de Rols e Teissié (1990), a liberação de ATP 

foi quantificada por um ensaio bioquímico, no qual a energia química deste composto era 

convertida em energia luminosa, utilizando uma enzima denominada luciferase e um 

ácido orgânico, a luciferina. Assim, foi possível medir a quantidade de ATP em função da 

intensidade luminosa produzida (NELSON e COX, 2002). 

A verificação da passagem de íons através da membrana é uma alternativa para 

analisar o processo de eletroporação, pois muitos íons possuem concentrações diferentes 

nos meios intra e extracelular, que são mantidas por transportadores na membrana 

plasmática, como mencionado anteriormente (Seção 2.1.2). No artigo de Tekle et al. 

(1994), foi utilizado um corante fluorescente indicador de cálcio (fluo-3) de modo a 

Célula morta 
permeabilizada 

Célula viva 
permeabilizada 

Célula viva não 
permeabilizada 
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analisar a entrada deste íon nas células após eletroporação. 

Adicionalmente, a eletroporação pode ser estudada por meio da entrada de 

plasmídeos nas células, os quais foram definidos na Seção 2.3.1. Utilizam-se plasmídeos 

que carregam diferentes genes, como, por exemplo, os que conferem resistência a 

antibióticos e outros contendo genes de proteínas que, após serem sintetizadas nas 

células, podem ser detectadas (CHANG et al., 1992). A transformação por meio de 

eletroporação é utilizada em diferentes tipos celulares, como leveduras, células animais e 

bactérias, que será discutido na Seção 3.2.1. 

No trabalho de Morita et al. (2007), leveduras foram transformadas com 

plasmídeos distintos: um que confere resistência ao antibiótico higromicina B, e outro 

contendo o gene de uma proteína fluorescente denominada GFP (do inglês green 

fluorescent protein). No primeiro experimento, as células eletroporadas foram cultivadas 

em placas contendo higromicina B e a eficiência da transformação foi medida pelo 

número de colônias que cresceram nestas placas. Posteriormente, a expressão de GFP nas 

células transformadas com o segundo plasmídeo foi avaliada por microscopia de 

fluorescência. 

Outros trabalhos empregaram a eletroporação para transformar células animais 

(ROLS et al., 1992; ROLS e TEISSIÉ, 1998). Nestes artigos, foi utilizado um plasmídeo 

que carrega o gene para a enzima -galactosidase ( -gal), e um composto incolor, o X-

gal, como substrato para a enzima. Quando ocorre a hidrólise do X-gal pela -gal, um dos 

produtos formados tem cor azul. Assim, as células permeabilizadas, que expressam a 

proteína -gal, aparecem coradas de azul 1 h após a incubação com o substrato. 

Além de todos esses métodos fundamentados na troca de moléculas entre as 

células e o meio extracelular, seja entrada ou saída, há outros meios de estudar a 

eletroporação. Dentre eles, a condutividade elétrica das membranas celulares e a 

bioimpedância aplicada à eletroporação serão abordadas a seguir. 

Já foi demonstrado que a condutividade da membrana celular aumenta quando 

pulsos elétricos são aplicados (NEUMANN et al., 1999). A condutividade pode ser 

medida em uma suspensão de células (PAVLIN et al., 2005), em tecidos (IVORRA e 

RUBINSKY, 2007) e também já foi observado aumento da condutância em células 

isoladas (RYTTSÉN et al., 2000). 

É necessário ressaltar que há diferença entre condutância e condutividade. 

Condutância, assim como resistência, é um parâmetro que depende das propriedades 

elétricas da amostra e das características geométricas do sistema de medição, enquanto 
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que condutividade e resistividade são características que dependem somente das 

propriedades elétricas do material (MARTINSEN e GRIMNES, 2008). Apesar da 

diferença conceitual, tanto a condutividade quanto a condutância são utilizadas para 

avaliar a eletroporação. 

No trabalho de (EYNARD et al., 1992), foi observado um aumento da 

condutância de uma suspensão de bactérias após a eletroporação. Para avaliar a 

condutância, um resistor de valor apropriadamente pequeno foi colocado em série com a 

câmara de eletroporação, onde as células são colocadas, e a diferença de potencial foi 

medida sobre este componente. A partir dessa medida, foram obtidas as mudanças da 

condutância durante os pulsos, dado que a corrente que passa pelo resistor relaciona-se 

diretamente com a condutância da câmara de eletroporação. 

A vantagem de utilizar medidas da condutividade para avaliar o grau de 

permeabilização das células é que esta avaliação pode ser feita em tempo real 

(DAVALOS et al., 2004). Entretanto, Pavlin et al. (2005) discutem questões importantes 

acerca de o quanto a medida da condutância relaciona-se com a extensão da 

eletroporação. Neste artigo, foi utilizado um trem de pulsos sucessivos para a 

eletroporação de células animais. A corrente elétrica e a diferença de potencial foram 

medidas entre os pulsos de eletroporação para avaliar as mudanças da condutividade da 

suspensão de células, definida pela Equação 16: 

 
S

d

tU
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t  (16) 

Em que (t), I(t) e U(t) são, respectivamente, condutividade, corrente e tensão em 

determinado instante de tempo, d é a distância entre os eletrodos e S é a área da superfície 

de contato da amostra com os eletrodos. 

Neste trabalho, os pesquisadores detectaram um aumento transitório da 

condutividade quando o campo elétrico aplicado era maior que um limiar a partir do qual 

ocorria permeabilização das células. Os resultados mostraram que as mudanças da 

condutividade eram similares para pulsos únicos ou consecutivos e que, portanto, não 

dependiam do número de pulsos, enquanto que a extensão da permeabilização celular 

depende da duração e do número de pulsos, conforme comprovado em outros estudos 

(EYNARD et  al., 1992; ROLS e TEISSIÉ, 1990). Então, segundo o artigo de Pavlin et 

al. (2005), o aumento da condutividade não está necessariamente relacionado com o grau 

de permeabilização das células. 
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Outro método para avaliar a extensão da permeabilização durante a eletroporação 

é a bioimpedância. Esse parâmetro já foi utilizado para analisar a eficiência da 

eletroporação em uma suspensão de células (GLAHDER et al., 2005) e para diferenciar a 

eletroporação reversível da irreversível em fígados de ratos in vivo (IVORRA e 

RUBINSKY, 2007). 

No artigo de Glahder et al. (2005), as medidas de bioimpedância foram obtidas 

entre os pulsos por meio da aplicação de correntes de baixa intensidade. Foram utilizadas 

correntes contínuas (CC) e correntes alternadas (CA) de múltiplas frequências. 

Adicionalmente, a suspensão de células foi modelada por um circuito resistor-capacitor 

(RC) para avaliar as mudanças nos valores de impedância durante a aplicação dos pulsos 

(Figura 21). 

 

RI 

CM RM 

RE 

 

Figura 21. Modelo de células em suspensão utilizado por Glahder et al. (2005). RE é a 
resistência que representa o espaço extracelular, RM, e CM são, respectivamente, a 
resistência e a capacitância das membranas celulares de todas as células em suspensão e 
RI é a resistência que representa o espaço intracelular destas células em conjunto. 

Considerando o modelo apresentado, quando correntes contínuas ou alternadas de 

baixa frequência são aplicadas, as mesmas passam majoritariamente pelo meio 

extracelular devido à alta impedância da membrana celular. Quando as correntes são de 

alta frequência, a reatância do capacitor CM tende a zero, assim como a tensão sobre este 

componente (curto-circuito). Deste modo, a corrente consegue passar através das 

membranas celulares. Como a eletroporação altera a resistência das membranas celulares, 
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as medidas de impedância antes e após os pulsos irão refletir as variações da impedância 

da suspensão de células. Neste trabalho, foi observado que os valores da resistência RM 

diminuíram exponencialmente com o número de pulsos aplicados. 

Além disso, neste mesmo artigo, foi avaliada a relação entre as mudanças na 

bioimpedância após a aplicação dos pulsos e as medidas de viabilidade celular e de 

eficiência da eletroporação. Para determinar a viabilidade, as células foram coradas com 

cristal violeta e as células sobreviventes foram contadas em um microscópio confocal. A 

eficiência da eletroporação foi avaliada por meio da contagem das células em um 

microscópio de fluorescência, pois foi utilizado um plasmídeo que contém o gene da 

proteína fluorescente GFP e, então, somente as células que foram transfectadas 

expressavam esta proteína. 

Os resultados demonstraram que os valores de bioimpedância variaram com as 

medidas de viabilidade e de eficiência. Um dos parâmetros de bioimpedância utilizados 

para esta avaliação foi a variação relativa da resistência da membrana ( RM), dada pela 

Equação 17, em que RM,0 é a resistência das membranas antes da aplicação dos pulsos e 

RM,N é a resistência depois de cada pulso, sendo N o número de pulsos. Foi observado 

que o aumento da RM é acompanhado pelo aumento tanto da taxa da eletroporação 

quanto da fração de células mortas até que se atinja um platô. Assim, segundo os autores, 

as mudanças da RM podem ser utilizadas para monitorar a eletroporação de modo que as 

condições ótimas do processo sejam obtidas. 
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Além da bioimpedância, há também a técnica de tomografia por impedância. No 

artigo de Linderholm et al. (2008), um sistema de 4 eletrodos, sendo 2 para injeção de 

corrente e 2 para medição do potencial, foi implementado em uma câmara de cultura de 

células (Figura 22). Foi utilizada uma linhagem de células-tronco e estas células foram 

permeabilizadas por meio da adição de um surfactante, o Triton-X, no meio de cultura. 

As imagens da cultura de células foram obtidas utilizando-se um algoritmo de 

reconstrução. 

Segundo os pesquisadores, o sistema é capaz de monitorar o crescimento celular e 

também as mudanças da resistividade causadas pela permeabilização das células. Os 

autores sugerem, portanto, que esta técnica seja aplicada a estudos de eletroporação 

(LINDERHOLM et al., 2008). Esta proposta está de acordo com trabalhos anteriores que 
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demonstraram, por meio de simulações, que a tomografia por impedância é um método 

promissor para monitorar a eletroporação (DAVALOS et al., 2002; DAVALOS et al., 

2004; GRANOT e RUBINSKY, 2007). 

 

 

Figura 22. Sistema de medida de impedância integrado a uma câmara de cultura 
(LINDERHOLM et al., 2008; © 2008 IEEE). 

3.2.1. Eletroporação de bactérias 

A eletroporação já foi realizada em mais de 100 espécies bacterianas. Em geral, as 

bactérias Gram-negativas são mais suscetíveis à eletroporação que as Gram-positivas. As 

cepas de Gram-positivas que conseguem ser efetivamente transformadas apresentam uma 

eficiência de eletroporação muito menor que a da maioria das Gram-negativas. Segundo 

Chang et al. (1992), essa diferença pode ser justificada pela espessura da parede celular 

das bactérias. As Gram-negativas possuem esta estrutura fina, quando comparada com a 

de bactérias Gram-positivas, o que facilita a entrada de moléculas, como, por exemplo, as 

de DNA. 

Com relação aos parâmetros do campo elétrico, normalmente são utilizados pulsos 

de alta intensidade para conseguir alterar a permeabilidade da membrana das bactérias 

(CHANG et al., 1992), as quais possuem um tamanho pequeno, de aproximadamente 

1 µm (SUEHIRO et al., 2005). A Escherichia coli (E. coli) é uma bactéria classicamente 

utilizada em pesquisas nesta área. Diversas cepas já foram eficientemente transformadas, 

sendo que a eficiência deste processo varia dependendo da cepa utilizada, entre outros 
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fatores (CHANG et al., 1992). 

Um exemplo é o trabalho de Eynard et al. (1992), no qual foi utilizado um 

plasmídeo que confere resistência aos antibióticos tetraciclina e ampicilina, e as bactérias 

(E. coli) foram submetidas à eletroporação. Apenas as células que receberam os 

plasmídeos por meio da aplicação dos campos elétricos adquiriram resistência aos 

antibióticos. As bactérias foram, então, cultivadas em placas com meio contendo 

antibiótico para selecionar aquelas que foram eficientemente permeabilizadas. Neste 

trabalho, foi utilizado um pulso retangular de 5 kV/cm com duração de 7 ms. 

Outros autores utilizaram diferentes parâmetros de eletroporação. Dower et al. 

(1988), com objetivo de transformar bactérias E. coli com alta eficiência, aplicaram 

pulsos exponenciais únicos correspondentes a campos de até 16,7 kV/cm, com larguras 

de pulsos distintas, de 5 e 20 ms. Os resultados demonstraram que a eficiência do 

processo foi maior para as condições de 7 kV/cm com largura de 20 ms e 11 kV/cm com 

largura de 5 ms. 

Szostková et al. (1999) utilizaram pulsos únicos exponenciais com duração de 

5 ms e intensidade de 19 kV/cm para eletroporar as bactérias E. coli e Salmonella 

typhimurium. Tyurin et al. (2005) submeteram diferentes espécies de bactérias à 

aplicação de campos elétricos de 9 a 25 kV/cm utilizando pulsos únicos retangulares de 

10 ms. Warren (2011) aplicou pulsos únicos exponenciais de 5 ms, equivalentes a campos 

de 18 kV/cm, à E coli. 

Nota-se que nestes trabalhos foram utilizados pulsos únicos, exponenciais e 

retangulares, com largura entre 5 e 20 ms e intensidade entre 5 e 25 kV/cm, o que resulta 

em um grande número de combinações possíveis dos parâmetros do pulso que podem ser 

estudados. No presente trabalho, não foi possível avaliar todas estas faixas, pois ambos os 

equipamentos utilizados apresentam limitações. No eletroporador comercial, o campo 

elétrico máximo aplicado é de 12,5 kV/cm quando utilizadas cubetas de 0,2 cm de 

afastamento entre os eletrodos e, no eletroporador do Laboratório de Instrumentação 

Biomédica (LIB), 4 kV/cm, quando utilizadas cubetas de 0,15 cm. Com relação à largura 

de pulso, no eletroporador comercial, podem ser utilizados pulsos de 0,025 a 25 ms. No 

equipamento do LIB, as larguras mínima e máxima são de 0,5 ms e de 100 ms, 

respectivamente, e o intervalo mínimo entre os pulsos é de 10 ms. Sendo assim, foram 

utilizados somente alguns parâmetros de pulso, como será explicado no Capítulo 4, 

Seção 4.3. 
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3.3. Contagem automática de colônias 

A contagem de células e de colônias celulares é, rotineiramente, realizada de 

forma manual na maioria dos laboratórios, o que requer considerável tempo dos 

pesquisadores. Diversas soluções têm sido propostas na literatura para automatizar as 

contagens, pois, quando realizadas automaticamente, apresentam maior rapidez em 

relação ao método manual. Além disso, a contagem automática é mais eficiente, visto que 

não é suscetível às variações entre os observadores (BARBER et al., 2001; BEWES et al., 

2008; CHEN e ZHANG, 2009). 

Entre as técnicas de processamento de imagens disponíveis, Dahle et al. (2004) 

utilizaram uma sequência de filtros para realçar as imagens e remover os ruídos. Em 

seguida, com auxílio do usuário, foi calculado o limiar de nível de cinza a partir do 

histograma das imagens, o qual foi utilizado para segmentação das regiões a serem 

avaliadas posteriormente. Para a separação de colônias agregadas, os seguintes 

parâmetros foram analisados: forma, a partir da área e do perímetro da região, e a 

quantidade de pontos de inflexão ao longo do perímetro, onde ocorrem mudanças na 

curvatura que são importantes para indicar a transição entre colônias. Neste trabalho, as 

contagens automáticas foram realizadas simultaneamente para doze imagens de placas de 

Petri (de 60 mm), as quais foram escaneadas ao mesmo tempo, o que diminui 

consideravelmente o tempo de processamento quando são analisadas muitas placas de 

uma vez. Partes do programa, em forma de pacotes, estão disponíveis gratuitamente na 

Internet1. 

O programa gratuito desenvolvido por Niyazi et al. (2007)2, denominado Clono-

Counter, utiliza três parâmetros da imagem, como, por exemplo, o tamanho máximo das 

colônias, para subsequente contagem automática. Porém, é necessário que o usuário conte 

manualmente pelo menos um dos poços do frasco de cultivo para ajustar estes 

parâmetros, o que requer experiência do observador. Além disso, segundo os autores, é 

necessário realizar novos ajustes destes parâmetros quando as células forem submetidas a 

novos tratamentos, dado que o programa foi desenvolvido para ser aplicado a ensaios 

clonogênicos e algumas linhagens celulares têm sua morfologia modificada dependendo 

do tratamento utilizado.

No trabalho de Bewes et al. (2008), foi desenvolvido um programa que utiliza a 

                                                 
1 http://www-2.cs.cmu.edu/~cil/v-source.html 
2 http://www.biomedcentral.com/content/supplementary/1748-717X-2-4-S1.zip 
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Transformada de Hough (TH) para detectar colônias de células de mamíferos. Neste 

trabalho, antes da aplicação da TH, é realizado um pré-processamento que inclui as 

operações morfológicas de erosão e dilatação, a aplicação de um filtro de suavização e a 

detecção das bordas das colônias. Para realização das operações morfológicas, foi 

utilizado um elemento estruturante do tamanho da menor colônia, o qual foi especificado 

pelo usuário. Após o processamento com a TH, foram obtidas informações sobre as 

colônias detectadas, como distribuição de tamanho e no espaço. 

Adicionalmente, foram feitas imagens simuladas utilizando o método de Monte 

Carlo para validar o algoritmo de contagem. Segundo os autores, estas imagens são ideais 

para avaliar o programa desenvolvido, pois elas possuem um número conhecido de 

colônias e, também, porque estes pesquisadores consideram a contagem manual 

inadequada para este tipo de validação. O código do programa desenvolvido por Bewes et 

al. (2008) foi escrito em Matlab®, porém, não foi disponibilizado pelos autores. Outros 

trabalhos também utilizam a TH para contagem de colônias, como, por exemplo, o 

desenvolvido por Barber et al. (2001). 

Chen e Zhang (2009) utilizam a técnica de segmentação de imagens para 

distinguir colônias de bactérias do meio de cultivo, e um algoritmo, Watershed, para 

separar colônias agregadas. O programa, além de contar as colônias de bactérias, realiza 

uma classificação das colônias individuais, baseando-se na morfologia e nas 

características de cor destas para o caso de placas contendo mais de uma espécie de 

bactérias. É importante destacar que a classificação é feita somente para colônias 

separadas, isto é, não é realizada para colônias consideradas agrupadas e, além disso, 

depende da interação do usuário. 

Clarke et al. (2010) desenvolveram um programa (NICE), o qual foi escrito em 

Matlab® e disponibilizado na Internet3, para contagem de colônias de bactérias de tal 

modo que estas colônias necessitam ser previamente coradas. Neste trabalho, as colônias 

foram tratadas com um marcador que confere coloração vermelha a elas, mas sem corar o 

meio de cultivo. O algoritmo desenvolvido executa as seguintes tarefas: faz uma 

filtragem com um filtro de suavização para remover os ruídos e identifica o centro das 

colônias por meio de um método baseado no contraste de regiões da imagem, dado que 

estes centros correspondem aos pontos mais escuros. Paralelamente, o programa calcula 

um limiar a partir do histograma das imagens, o qual também pode ser obtido por meio 

                                                 
3 http://physics.nist.gov/nice 
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do método de Otsu (OTSU, 1979), ou pode ser ainda fornecido pelo usuário. Em seguida, 

a intensidade dos pontos encontrados pelo primeiro método é comparada com o valor do 

limiar. A contagem é, então, validada para as colônias cujos valores da intensidade são 

menores que o valor do limiar. 

De acordo com o apresentado nesta seção, é possível notar que alguns trabalhos 

da área ainda apresentam dificuldades ou limitações. Alguns contadores chamados de 

automáticos ainda necessitam da intervenção do usuário para selecionar parâmetros antes 

da contagem (BEWES et al., 2008; CHEN e ZHANG, 2009; DAHLE et al., 2004; 

NIYAZI et al., 2007). Outros contadores, como o desenvolvido por Biston et al. (2003), 

não realizam a contagem de células automaticamente, fazendo somente um 

processamento das imagens para auxiliar na contagem realizada pelos pesquisadores. 

Além disso, neste trabalho, o processamento realizado inclui etapas que dependem da 

interação do usuário com o programa. Biston et al. (2003) demonstraram que a utilização 

do programa diminuiu a variabilidade dos resultados das contagens de células (de 

carcinoma humano) realizadas por dois observadores, comparando com os valores 

obtidos por meio das contagens entre os mesmos indivíduos sem o auxílio do programa. 

Considerando os trabalhos discutidos, nota-se que diversas técnicas de 

processamento de imagens podem ser aplicadas à contagem automática de colônias. A 

TH, utilizada no presente trabalho, já foi aplicada anteriormente na quantificação de 

colônias de células de mamíferos (BARBER et al., 2001; BEWES et al., 2008), mas não 

há trabalhos que a utilizam para contagem de colônias de bactérias, de acordo com a 

bibliografia pesquisada. 
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Capítulo 4. Materiais e métodos 

Na primeira parte deste capítulo, serão descritos os materiais e os protocolos 

utilizados para os experimentos para a transformação de bactérias por meio da 

eletroporação. Em seguida, serão apresentados os métodos para aquisição e 

processamento das imagens das placas de Petri nas quais as bactérias cultivadas após os 

experimentos de eletroporação. Posteriormente, será explicada a simulação de imagens de 

colônias de bactérias, que foi realizada para avaliar o programa de processamento de 

imagens desenvolvido neste trabalho. Finalmente, será descrita a metodologia das 

contagens manual e automática, utilizadas para quantificar os resultados da eletroporação. 

É importante informar que os experimentos de eletroporação, nos quais foram 

utilizados organismos geneticamente modificados, foram realizados segundo as normas 

estabelecidas pela Lei de Biossegurança N° 11.105, de 24 de março de 2005. O pedido de 

Certificado de Qualidade em Biossegurança para as instalações do Laboratório de 

Instrumentação Biomédica (LIB) foi deferido pela Comissão Técnica Nacional de 

Biossegurança (CTNBio), de acordo com o Parecer Técnico N° 2904/2011, que pode ser 

consultado na Secretaria do Programa de Engenharia Biomédica (COPPE/UFRJ). O 

Extrato Prévio da Solicitação de Parecer foi publicado no Diário Oficial da União N° 59 

no dia 28 de março de 2011 (Apêndice A). 

4.1. Bactérias 

As bactérias Escherichia coli (E. coli) utilizadas neste trabalho foram doadas pelo 

Laboratório de Termodinâmica de Proteínas e Estruturas Virais Gregorio Weber (LTPV) 

do Instituto de Bioquímica Médica (IBqM) da UFRJ. 

A E. coli  foi escolhida para os experimentos, pois é uma célula tradicionalmente 

usada em estudos de eletroporação (Seção 3.2.1), além de seu cultivo ser fácil e barato 

quando comparado com cultivo de células animais. Adicionalmente, para eletroporação 

de bactérias, são utilizados campos elétricos de intensidade maior que os utilizados para 

outros tipos celulares, como células de mamíferos (CHANG et al., 1992). Então, se um 

eletroporador aplicar pulsos elétricos capazes de eletroporar bactérias, é esperado que a 

eletroporação funcione para qualquer outra célula. 

Para os experimentos de eletroporação, foi utilizada a cepa Rosetta™ (DE3) 

(EMDBiosciences, EUA) da E. coli. Esta cepa possui plasmídeos que conferem 
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resistência ao antibiótico cloranfenicol. Este fenótipo ocorre independentemente do 

processo de eletroporação. Então, todos os cultivos destas bactérias durante a dissertação 

foram realizados com meio de cultura contendo cloranfenicol para evitar contaminação 

da cultura. 

Para a extração e purificação dos plasmídeos, foram utilizadas culturas da cepa 

DH5 ™ da E. coli (Invitrogen, EUA), como será explicado na Seção 4.6. 

4.2. Plasmídeos 

Foi utilizado o plasmídeo pGEX-4T-1 (GE Healthcare Life Sciences, EUA), 

doado pelo LTPV do IBqM da UFRJ. Este plasmídeo possui o gene da enzima -

lactamase, a qual confere resistência ao antibiótico ampicilina. O mapa do plasmídeo é 

apresentado na Figura 23, na qual são mostrados os diferentes sítios de restrição, isto é, 

os locais específicos reconhecidos por enzimas, denominadas endonucleases de restrição, 

que clivam as moléculas de DNA nestes pontos. Os sítios de restrição são importantes, 

pois podem ser utilizados para clonagem de genes (NELSON e COX, 2002). Entretanto, 

neste trabalho, apenas a propriedade do plasmídeo de conferir resistência à ampicilina foi 

utilizada. 

 

 

Figura 23. Mapa do plasmídeo pGEX-4T-1. A região destacada pela linha pontilhada 
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corresponde ao gene de resistência à ampicilina. Adaptado de GE Healthcare Life 
Sciences (2011). 

4.3. Eletroporadores 

Os experimentos foram realizados utilizando o eletroporador comercial Gene 

Pulser® (Bio-Rad, EUA) da Unidade Multidisciplinar de Genômica do IBCCF/UFRJ. 

Em tal equipamento, para aplicação dos pulsos elétricos, uma fonte de tensão carrega um 

capacitor a um determinado valor inicial de tensão. Após a etapa de carga, o pulso de 

tensão é aplicado à cubeta contendo as células por meio de um controle manual do 

operador. Então, a intensidade do campo elétrico aplicado começa em um valor inicial e 

decai exponencialmente em função do tempo. Neste equipamento, as cubetas de 

eletroporação possuem 0,2 cm de afastamento entre os eletrodos e seu volume de trabalho 

é entre 40 e 400 µl. 

Posteriormente, foram feitos testes com o eletroporador programável em 

desenvolvimento no Laboratório de Instrumentação Biomédica (LIB), alvo da dissertação 

de mestrado da Mariana Dias da Silva. O equipamento é capaz de fornecer pulsos 

retangulares de amplitude, duração e frequência programáveis por computador. As 

cubetas de eletroporação deste eletroporador possuem 0,15 cm de afastamento entre os 

eletrodos e seu volume de trabalho é de 25 µl. 

4.4. Estabelecimento dos protocolos 

Para a realização dos experimentos, foi necessário definir determinados 

parâmetros, descritos a seguir.  

Para o cultivo das bactérias, foi utilizado o meio de cultura Luria-Bertani (LB): 

triptona na concentração de 10 g/l, extrato de levedura, 5 g/l e cloreto de sódio, 10 g/l. 

Para o cultivo em placas de Petri, foi utilizado meio LB com ágar na concentração de 

15 g/l. A concentração de antibióticos utilizada nos meios foi de 100 g/ml para a 

ampicilina e de 34 g/ml para o cloranfenicol. 

Para realizar a transformação das bactérias por eletroporação, estas precisam ser 

submetidas a um processo que as torne competentes para receber as moléculas de DNA. 

Os protocolos para obtenção das células competentes (Seção 4.5) e de eletroporação 

(Seção 4.7) foram estabelecidos a partir do utilizado na Unidade Multidisciplinar de 

Genômica (IBCCF/UFRJ) com modificações, levando em consideração os protocolos 
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para, respectivamente, preparo de células competentes e transformação de bactérias 

disponíveis em Chang et al. (1992), capítulo 30. 

4.5. Preparo de células competentes 

No dia anterior ao experimento de eletroporação, uma amostra de bactérias foi 

colocada em meio LB com cloranfenicol, em tubo tipo Falcon, para crescer durante a 

noite, a 37 ºC, com agitação a 200 rpm. 

No dia do preparo, as células foram expandidas na proporção de 1 ml de cultura 

para 100 ml de meio LB com cloranfenicol, em um frasco tipo Erlenmeyer, e cultivadas a 

37 ºC com agitação por, aproximadamente, 3 horas até que a cultura atingisse a densidade 

óptica em 600nm (DO600nm) de 0,5 a 0,7. A DO é obtida por meio de um equipamento 

denominado espectrofotômetro e é diretamente proporcional à concentração de células 

(NELSON e COX, 2002). Essa etapa é importante para que todos os experimentos sejam 

realizados a partir da mesma concentração de bactérias. 

Em seguida, a cultura de bactérias foi transferida para um tubo tipo Falcon e 

esfriada até 0 ºC, colocando o tubo no gelo por 15 minutos. Após essa etapa, as células 

foram centrifugadas a 12000 g, por 10 minutos, a 4 ºC, e ressuspensas em água tipo 1, 

estéril e gelada. As células foram centrifugadas sucessivamente até que fossem realizadas 

3 lavagens, e o sedimento celular final foi ressuspenso em 700 l de glicerol 10% gelado. 

Essa suspensão foi distribuída em alíquotas de 60 l, as quais foram estocadas a 0ºC até a 

sua utilização para os experimentos de eletroporação no mesmo dia. As que não foram 

utilizadas foram descartadas após os experimentos. 

No caso do teste com o eletroporador programável, a cubeta de eletroporação 

possuía um volume de trabalho menor, de 25 l. Então, para este experimento, o 

sedimento celular final foi ressuspenso em 150 l de glicerol 10% gelado e a suspensão 

foi distribuída em alíquotas de 20 l. 

4.6. Preparação do DNA plasmidial 

O plasmídeo pGEX-4T-1 foi extraído de bactérias e purificado com o kit 

“Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega, EUA), como 

explicado a seguir. 

As bactérias E. coli DH5 ™, as quais não possuem resistência a antibióticos, 

foram previamente transformadas por meio de choque térmico com o plasmídeo de 
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interesse e cultivadas em placas com meio LB contendo ampicilina. Foi escolhida uma 

cepa que não apresenta resistência a antibióticos, pois esta é uma característica 

fundamental para o processo de preparação, para que somente o plasmídeo de interesse 

seja extraído. Se fosse utilizada uma cepa contendo plasmídeos, seriam extraídos ambos 

os plasmídeos durante a preparação, o endógeno e o de interesse que foi inserido com a 

transformação das células. 

No dia anterior à preparação, uma colônia da placa com as bactérias 

transformadas foi utilizada para inoculação em 25 ml de LB com ampicilina e as células 

foram colocadas para crescer durante a noite, a 37 ºC, com agitação a 200 rpm. 

A cultura crescida durante a noite foi transferida para 5 microtubos. Em seguida, o 

material foi centrifugado por 5 minutos a 10000 g e os sobrenadantes, que correspondiam 

ao meio de cultura, foram descartados. Em cada amostra, o sedimento celular foi 

ressuspenso em 250 µl de Solução de Ressuspensão Celular. Esta solução é uma solução 

tampão, composta por Tris-HCl 50 mM (pH 7,5), EDTA 10 mM e RNase A 100 g/ml. 

Foram adicionados 250 µl de Solução de Lise Celular (NaOH 0,2 M, SDS 1%) e o 

material foi misturado por inversão dos tubos. A lise das células possibilita a exposição 

do material intracelular, incluindo os plasmídeos. Em seguida, foram adicionados 10 µl 

de Protease Alcalina, uma enzima que inativa endonucleases e outras proteínas liberadas 

durante a lise das bactérias que podem afetar a qualidade do DNA a ser isolado. A 

solução foi misturada por inversão dos tubos e incubada por 5 minutos à temperatura 

ambiente.  

Foram adicionados 350 µl de Solução de Neutralização em cada microtubo e estes 

foram invertidos para misturar o conteúdo. Esta solução possui cloridrato de 

guanidina 4,09 M, acetato de potássio 0,759 M, ácido acético glacial 2,12 M, e o pH final 

é de 4,2. Sua função, como o próprio nome sugere, é neutralizar o ambiente básico 

resultante da adição da solução anterior. Após, os microtubos foram centrifugados por 

10 minutos. Nesta centrifugação, os debris celulares foram precipitados e somente os 

sobrenadantes, correspondentes ao material lisado solúvel, foram utilizados na etapa 

seguinte. 

Para ligação do DNA plasmidial, uma coluna foi inserida em um tubo coletor para 

cada amostra e os sobrenadantes foram colocados nas colunas. Em seguida, as amostras 

foram centrifugadas por 1 minuto e o material que passou através das colunas foi 

descartado, pois, nesta etapa, o DNA ficou retido na coluna. 

Para lavagem, foram adicionados 750 µl de Solução de Lavagem (acetato de 
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potássio 162,8 mM, Tris-HCl 22,6 mM pH 7,5 e 0,109 mM EDTA pH 8,0), previamente 

diluída em etanol 95%, nas colunas. O material foi centrifugado por 1 minuto e o líquido 

que passou através das colunas foi descartado. Foi realizada outra centrifugação, durante 

2 minutos, para garantir que eventuais resíduos de etanol fossem evaporados da coluna. 

Para eluição do DNA, cada coluna foi transferida para um novo microtubo e 

foram adicionados 50 µl de água livre de nuclease em cada coluna. As amostras foram 

centrifugadas por 1 minuto, as colunas foram descartadas e o DNA plasmidial foi 

estocado a - 20 °C. 

As principais etapas no protocolo podem ser observadas na Figura 24. As 

soluções utilizadas - Solução de Ressuspensão Celular, de Lise Celular, Protease 

Alcalina, Solução de Neutralização, Solução de Lavagem e água livre de nuclease - 

fazem parte do kit de preparação. 

 
 Cultura 

Centrifugação 

Remoção do meio de cultura 
Ressuspensão das células 
Lise das células 
Neutralização 
  
Centrifugação 

Transferência do lisado e 
ligação do DNA 
  

Lavagem, removendo a 
solução por centrifugação 
  

Eluição do DNA plasmidial 
  

Coluna 

Tubo 
coletor 

 

Figura 24. Diagrama de fluxo da extração e purificação do plasmídeo. 

Para determinar a concentração da solução de DNA plasmidial em cada amostra, 

foi utilizada a técnica de espectrofotometria de absorção a 260 nm. Em média, foram 

obtidos 93,3 ng/µl de DNA (as concentrações variaram entre 77,6 e 105 ng/µl). 

Posteriormente, o produto da purificação foi corrido em gel de agarose 1% para 
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verificação (dados não mostrados). 

4.7. Eletroporação 

Para os experimentos no eletroporador comercial, foram utilizados pulsos únicos 

do tipo decaimento exponencial com intensidades correspondentes a campos de 2, 2,5, 3, 

4, 6, 8, 10 e 12 kV/cm, sendo este o maior campo elétrico que pode ser aplicado pelo 

equipamento quando utilizadas cubetas de 0,2 cm de afastamento entre os eletrodos. Para 

realizar a eletroporação utilizando cada campo descrito acima, foram utilizadas amostras 

contendo 60 l de células competentes e 5 l de plasmídeos (  93,3 ng/ l). 

Inicialmente, foram realizados três experimentos utilizando campos de 2 a 

12 kV/cm e, depois, foi realizada mais uma série do experimento com a diferença de que 

as condições de 6, 8 e 10 kV/cm foram realizadas em triplicata. No total, foram 

realizados quatro experimentos no eletroporador comercial. Os experimentos foram 

realizados em dias distintos e, portanto, foram realizados preparos de células competentes 

em cada dia, conforme explicado na seção 4.5. 

Após misturar, as amostras contendo as bactérias e o DNA foram transferidas para 

as cubetas de eletroporação, previamente resfriadas no gelo. A capacitância, a resistência 

e a tensão foram selecionadas, e pulsos foram aplicados. A largura de um pulso 

exponencial é definida como o tempo necessário para a tensão cair até 37% do valor 

inicial e é calculada multiplicando o valor da resistência pelo valor da capacitância 

selecionados. O valor esperado da largura de pulso utilizada foi de 25 ms, dado os 

parâmetros selecionados foram 1000  e 25 µF, respectivamente. 

Para o experimento no eletroporador programável, foram utilizadas amostras 

contendo 20 µl de células competentes e 5 µl de DNA. Após misturar, as amostras foram 

transferidas para as cubetas previamente resfriadas no gelo, com espaçamento entre os 

eletrodos de 0,15 cm. Foram selecionados os parâmetros dos pulsos elétricos: número de 

pulsos, amplitude, largura e intervalo entre os pulsos e, em seguida, estes foram 

aplicados. 

Foram escolhidas três condições experimentais, que foram realizadas no mesmo 

dia, em duplicata. Em todas, foi utilizada a tensão máxima fornecida pelo equipamento, 

de 600 V, a qual corresponde ao campo de 4 kV/cm, e os pulsos elétricos aplicados foram 

do tipo retangular. Os parâmetros selecionados foram: 1 pulso de 10 ms, na primeira 

condição, 10 pulsos de 10 ms com intervalo de 10 ms, na segunda, e 10 pulsos de 20 ms 
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com intervalo de 10 ms, na última. 

Após a aplicação dos pulsos elétricos, as amostras dos experimentos em ambos os 

eletroporadores foram imediatamente transferidas para tubos estéreis contendo LB sem 

antibiótico para um volume final de 200 µl e foram incubadas a 37 °C com agitação 

durante 45 minutos. No caso dos experimentos no eletroporador comercial, por exemplo, 

foram utilizadas amostras de 65 µl (alíquotas de 60 µl de células competentes mais 5 µl 

de DNA) e, então, foram adicionados 135 µl de LB. Após esta etapa de recuperação, as 

bactérias foram cultivadas em placas com meio LB seletivo (contendo ampicilina) a 

37 °C durante 16 h para selecionar apenas as células que foram eficientemente 

eletroporadas. As amostras em LB (200 µl) foram inteiramente plaqueadas nos três 

primeiros experimentos no eletroporador comercial e no teste no eletroporador do LIB. 

No quarto experimento no eletroporador comercial, uma amostra de cada triplicata (6a, 

8a e 10a) foi inteiramente plaqueada e as outras duas amostras de cada condição (6b, 6c, 

8b, 8c, 10b e 10c) foram diluídas 10x e 100x e estas amostras diluídas que foram 

utilizadas para o plaqueamento. 

A eficiência da eletroporação foi determinada pelo número de colônias 

transformantes, ou seja, colônias formadas por bactérias que receberam os plasmídeos 

conforme ilustrado na Figura 25. 

 

Eletroporação 

Bactérias Plasmídeos 

Colônias com 
plasmídeos 

Meio contendo 
ampicilina 

Cultivadas  
em placas 

 

Figura 25. Desenho experimental. As bactérias E. coli, incubadas com os plasmídeos, 
foram submetidas à eletroporação e, posteriormente, foram cultivadas em meio contendo 
ampicilina. 
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4.7.1. Controles da eletroporação 

Foram realizados três tipos de controle: positivo, negativo e da eletroporação 

(Figura 26). 

O positivo corresponde a uma amostra das células competentes que não foi 

submetida à eletroporação e foi cultivada em placa com LB (sem ampicilina). Este 

controle foi usado para verificar a viabilidade das bactérias antes da eletroporação. 

O controle negativo consiste de uma amostra de bactérias competentes que 

também não foi submetida à eletroporação e foi cultivada em placa com LB e ampicilina. 

O esperado era que não ocorresse crescimento de colônias nessa placa. Este controle foi 

usado para testar a eficiência da ampicilina e para certificar que as bactérias não são 

resistentes a este antibiótico. É importante para garantir que somente as células que são 

eficientemente transformadas e, portanto, recebem os plasmídeos, formam colônias em 

placas com ampicilina. 

O controle da eletroporação corresponde às bactérias que foram submetidas à 

eletroporação, mas, ao invés de serem cultivadas em meio seletivo, foram cultivadas em 

meio não-seletivo (sem ampicilina). Este controle foi usado para avaliar a viabilidade das 

células após a aplicação dos campos elétricos. 
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Figura 26. Controles da eletroporação e a eletroporação. 
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4.8. Aquisição de imagens 

A aquisição das imagens das placas de bactérias foi feita com uma máquina digital 

Sony Cybershot (7,2 megapixel) com resolução de 2592x1944. As imagens foram 

capturadas em tons de cinza. É importante ressaltar que, apesar da imagem ser em tons de 

cinza, é composta por três matrizes m x n, sendo m o número de linhas e n o número de 

colunas. O fato de a imagem ter um tamanho m x n x 3 não significa que é uma imagem 

colorida. Neste caso, a imagem adquirida é RGB, porém, possui as três matrizes iguais, 

isto é, cada pixel possui valores idênticos de R, G e B, o que resulta em uma imagem em 

escala de cinza. No presente trabalho, esse tipo de imagem é referido como “imagem 

m x n x 3”. 

Um sistema para fotografar as placas foi montado em uma caixa, de papelão, de 

27 x 33,5 x 19 cm (Figura 27). Foi feita uma tampa com um orifício, no qual a lente da 

câmera era posicionada, e foi colocado um suporte para apoiá-la, como indicado na 

figura. No interior da caixa, foi colocado um fundo preto para aumentar o contraste da 

imagem. A placa de Petri era colocada sobre este fundo em uma posição fixa para ficar 

alinhada com a máquina fotográfica. Acima da área para colocação da placa, foi 

posicionada uma lâmpada circular, fixada por um suporte a 3 cm do fundo, como pode 

ser observado na imagem destacada da figura. Foi feito um recorte na região anterior da 

caixa para permitir a entrada e saída das placas. 

 

33,5 cm 

27 cm 

19 cm 

suporte para câmera 

3 cm 
 

lâmpada circular 

placa de Petri suporte para lâmpada 

 

Figura 27. Sistema de aquisição de imagens, à esquerda. A imagem destacada, à direita, 
corresponde à área interna da caixa, vista da região anterior onde foi feito o recorte para 
colocar e retirar as placas. 
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4.9. Processamento de imagens 

Para o processamento das imagens, foi criado um programa em Matlab® 7.5 (The 

Mathworks, EUA). A Transformada de Hough (TH) foi utilizada para detecção de 

círculos, com objetivo de detectar e contar as colônias de bactérias, visto que estas 

apresentam uma morfologia aproximadamente circular. 

Antes da aplicação da TH, foi necessário realizar um pré-processamento das 

imagens para obter uma imagem com as bordas das colônias, pois esta imagem é 

fundamental no processo de detecção de círculos. Foram utilizados dois métodos 

diferentes para obtenção da imagem de bordas. Posteriormente à aplicação da TH, foram 

realizados pós-processamentos. Os dois métodos são compostos de pós-processamentos 

distintos, baseados nas características da imagem das bordas, as quais são diferentes em 

cada um dos métodos. Todas as etapas, incluindo os pré e pós-processamentos das 

imagens, de ambos os métodos, serão descritos nas seções seguintes. 

4.9.1. Método 1 

Após a abertura do arquivo de imagem, foi feita a conversão da imagem m x n x 3 

para uma imagem m x n, para posterior conversão desta imagem para binária pelo método 

de Otsu (OTSU, 1979). Caso a imagem fosse uma imagem m x n, esta seria convertida 

para binária. Em seguida, foi feita a operação morfológica de erosão seguida de dilatação 

(abertura), usando elemento estruturante circular com raio de 5 pixels, para eliminar 

ruídos desde que fossem menores que o elemento estruturante. O próximo passo foi a 

detecção das bordas das colônias utilizando uma função do Matlab® (bwperim) que 

encontra o perímetro dos objetos em uma imagem binária, na qual os pixels na cor preta 

têm valor 0 e os na cor branca, valem 1. Esta função devolve uma imagem que contém 

apenas os pixels da imagem de entrada cujos valores não são 0 e que estejam conectados 

com, ao menos, um pixel de valor 0 (Figura 28). 

Após o pré-processamento das imagens, a TH foi aplicada para detecção das 

colônias de bactérias. Deste processo, são obtidos o centro e o raio de cada colônia 

detectada e o resultado é exibido. Posteriormente, foram realizadas duas filtragens para 

remover os círculos detectados que não correspondiam a colônias.  

A primeira foi feita para filtrar os círculos detectados cujos centros estavam 

localizados fora do perímetro das colônias. Essa filtragem foi feita testando o valor do 

pixel do centro da colônia da imagem binária. Se o pixel era branco, era mantido, pois 
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significa que estava contido na colônia; se era preto, era removido do resultado, pois esse 

ponto pertencia à região do meio de cultura.  

A segunda filtragem foi feita para remover os círculos detectados localizados 

dentro de outro círculo maior, como exemplificado na Figura 29, na qual há dois recortes 

de uma imagem de colônias de bactérias submetida ao processamento. Esta filtragem foi 

feita calculando o módulo da distância entre os centros de todos os círculos detectados na 

imagem, dois a dois. Depois, foi feita uma comparação entre os raios destes dois círculos 

para saber qual era o maior e qual era o menor. E, finalmente, foi feito um teste para 

comparar a distância entre os centros e o raio da maior colônia. Se esta distância entre 

centros fosse menor que o raio da maior colônia, apagava-se do resultado a menor 

colônia, pois esta estava contida naquela. 

 a 

b 

d 

c 

 

Figura 28. Detecção das bordas utilizando a função do Matlab® bwperim. As imagens (a) 
e (c) são as imagens de entrada e as (b) e (d) são as de saída correspondentes. 
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Após essa etapa, foi realizado um pós-processamento. As colônias que foram 

detectadas eram removidas da imagem binária e era feita uma estimativa do número de 

colônias não detectadas a partir do somatório dos pixels da nova imagem dividido pela 

área calculada por S = ·Rm2, sendo Rm o rádio médio das colônias detectadas. Se o 

número de colônias não detectadas fosse diferente de zero, o processamento era iniciado 

novamente a partir da etapa de abertura, passando pela etapa de detecção das bordas, 

aplicação da TH e filtragens. Após a TH, era feito novamente o pós-processamento e este 

processo se repetia até que o programa não detectasse mais colônias. Caso o número de 

colônias não detectadas fosse igual a zero, era o fim da rotina. 

 
a 

b 

c 

d 

 

Figura 29. Colônias detectadas antes e após a filtragem que remove os círculos contidos 
em outros círculos maiores. Em (a) observa-se dois círculos, indicados por setas brancas, 
que são removidos após filtragem (b). Em (c), há um círculo que é removido com a 
filtragem (d). Nota-se em (d) um exemplo, indicado pela seta preta, de dois círculos que 
não foram filtrados. 

O processamento do Método 1 pode ser observado na Figura 30. É importante 

destacar que a etapa de conversão para binária possui um limiar de conversão que pode 

ser modificado pelo usuário. É, portanto, a única operação manual do processamento. 
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Figura 30. Fluxograma do Método 1 de processamento. 



 53 

4.9.2. Método 2 

Após a abertura do arquivo, foi aplicado o filtro Sobel à imagem original 

(m x n x 3) para detecção das bordas das colônias. A saída do filtro era uma imagem em 

tons de cinza de tamanho m x n (Figura 31). Caso a entrada fosse uma imagem m x n, a 

conversão para m x n x 3 seria feita antes da aplicação deste filtro. 

Em seguida, a imagem de bordas (Figura 31-b) foi convertida para binária (c) 

automaticamente, isto é, sem um limiar de conversão modificável por usuário. Esta 

imagem binária apresentava três utilidades nessa rotina: era a imagem fornecida para a 

aplicação da TH e também era utilizada para a filtragem dos resultados e no pós-

processamento, como será explicado adiante. 

 a b c 

 

Figura 31. Pré-processamento do Método 2. A imagem (a) é a original, (b) é a das bordas, 
obtida a partir da aplicação do filtro Sobel, e (c) é de bordas após a conversão para 
binária. 

Após o pré-processamento das imagens, a TH foi aplicada para detectar as 

colônias na imagem e, em seguida, foram feitas duas filtragens, assim como realizado no 

Método 1. Entretanto, na primeira filtragem, foi utilizada uma imagem diferente, como 

descrito a seguir. Primeiro, as colônias da imagem binária de bordas (Figura 31-c) 

tiveram o interior preenchido (Figura 32-a). Depois, a imagem das bordas (b) era 

subtraída da imagem preenchida (a) para que sobrassem apenas os pixels do interior das 

colônias (c). Então, esta imagem era utilizada na primeira filtragem, a qual testava o valor 

do pixel do centro da colônia detectada da mesma maneira realizada no Método 1. A 

segunda filtragem foi realizada para remover os círculos detectados localizados dentro de 

outro círculo maior, de maneira igual ao primeiro método. 
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Figura 32. Obtenção da imagem (c), utilizada para realizar a primeira filtragem. É 
importante ressaltar que algumas colônias não tiveram o interior preenchido porque as 
suas bordas não tinham o perímetro completamente fechado, como pode ser observado 
nas regiões destacadas em (d). 

A próxima etapa da rotina foi a do pós-processamento. As colônias detectadas 

foram removidas da imagem preenchida e foi feita a estimativa do número de colônias 

não detectadas da mesma forma como no Método 1. Se o número de colônias não 

detectadas fosse diferente de zero, a rotina continuava a partir da detecção das bordas da 

imagem preenchida e esta imagem de bordas era dada para aplicação da TH e eram feitas 

as filtragens. Após a TH, era feito novamente o pós-processamento e este processo se 

repetia até que o programa não detectasse mais colônias. Caso o número de colônias não 

detectadas fosse igual a zero, era o fim da rotina. O processamento do Método 2 pode ser 

observado no Fluxograma a seguir (Figura 33). 
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Figura 33. Fluxograma do Método 2 de processamento. 
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4.10. Imagens Simuladas 

Foi realizada uma simulação de imagens de colônias de bactérias para avaliar o 

desempenho dos métodos de processamento de imagens desenvolvidos neste trabalho. A 

utilização de imagens simuladas já foi realizada anteriormente por Bewes et al. (2008) 

para validação do método de contagem automática desenvolvido por estes pesquisadores, 

mas não foram dados detalhes sobre o algoritmo realizado. 

No presente trabalho, foi desenvolvida uma rotina em Matlab® (versão 7.5) para 

criar imagens simuladas de placas com colônias de bactérias. Foi necessário, primeiro, 

criar uma biblioteca digital destas colônias a partir de imagens de placas de colônias de 

bactérias dos experimentos de eletroporação. Foram utilizadas diferentes imagens, em 

escala de cinza, com quantidades variadas de colônias, e foram feitos recortes quadrados 

de colônias individuais, os quais foram salvos como arquivos de imagem do tipo “jpg”. 

No total, foram utilizadas 23 imagens de placas para construir uma biblioteca com 1000 

colônias. 

Para a simulação, foi utilizada uma imagem de uma placa de Petri somente com o 

meio de cultura, sem bactérias, aonde foram copiados os recortes das colônias. A seleção 

de uma colônia da biblioteca e a escolha da coordenada dos eixos x e y aonde a colônia 

seria copiada foram feitos de maneira aleatória. 

Como nos testes iniciais foi observado que os níveis de cinza das colônias 

variavam bastante, foi realizada uma equalização dos recortes das colônias antes de serem 

copiados para a placa vazia. Esta equalização foi feita de modo que as colônias receberam 

o valor do nível de cinza da colônia mais clara observada (210). Então, foram feitas 

imagens simuladas, utilizando de 100 a 1000 colônias variando de 100 em 100. Foram 

simuladas 15 imagens em cada faixa, totalizando 150 imagens e estas foram submetidas à 

contagem automática dos dois métodos. 

Adicionalmente, foram feitas imagens simuladas utilizando uma equalização com 

outro valor do nível de cinza, de 150. Da mesma maneira, foram feitas 150 imagens 

simuladas contendo de 100 a 1000 colônias com intervalo de 100 e as imagens foram 

submetidas à contagem do Método 2. 

Posteriormente, foi feito um teste de normalidade dos resultados das contagens 

automáticas das imagens simuladas. Foi realizado o teste de Lilliefors, que é uma 

adaptação do teste de Kolmogorov–Smirnov (LILLIEFORS, 1967), utilizando a função 

lillietest do Matlab®. 
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4.11. Contagens de colônias 

4.11.1. Contagem manual 

Para contagem manual, foi feita uma rotina em Matlab® 7.5 que permite que o 

usuário clique nas colônias que está contando, para marcá-las, e o número de colônias é 

exibido para o usuário, como exemplificado na Figura 34. 

Foram feitas três contagens nas placas em que a eletroporação foi bem sucedida e 

foi calculada a média dessas contagens para cada placa. 

 

Figura 34. Tela do programa de contagem manual. 

Não foram feitas contagens manuais nas placas cuja quantidade de colônias era 

muito grande e, consequentemente, não era possível distinguir as colônias sem que a 

imagem fosse visualizada em maior aumento (“zoom”). Neste caso, foi feita uma 

contagem parcial para estimar o número de colônias nas placas. Para esta contagem, 

foram utilizados três campos distintos da placa, os quais foram selecionados pelo usuário 
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do programa. Cada campo correspondia a uma área de 10% da área total da placa. Foram 

feitas contagens manuais dos campos e, em seguida, foi calculada a média destes valores 

e foi estimado o número total de colônias. 

Em algumas imagens, não era possível distinguir as colônias mesmo visualizando 

em um aumento maior, pois, a quantidade de colônias era tão grande que havia diversas 

áreas da placa com muitas colônias agrupadas. Neste caso, não foi realizado nenhum tipo 

de contagem. 

4.11.2. Contagem automática 

As contagens automáticas foram realizadas utilizando os dois métodos de 

processamento para compará-los. 

Foram feitas contagens automáticas das imagens simuladas e das imagens das 

placas de eletroporação que foram contadas manualmente. Não foram incluídas as 

imagens com grande quantidade de colônias, isto é, as imagens submetidas à contagem 

manual parcial e as imagens que não foram submetidas a nenhuma contagem manual. 
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Capítulo 5. Resultados 

Neste capítulo, são apresentados os resultados dos experimentos de eletroporação, 

incluindo as contagens manuais e automáticas das placas de bactérias provenientes destes 

experimentos, além da contagem automática das imagens simuladas e os resultados da 

comparação entre os dois métodos de processamento. Na seção 5.1, são descritos os 

resultados da eletroporação de bactérias realizados nos eletroporadores comercial e do 

LIB. Na seção seguinte (5.2), são apresentados os resultados da simulação das imagens e 

da contagem automática destas imagens. E na última seção (5.3), são descritos os 

resultados das contagem automática das placas dos experimentos de eletroporação.  

5.1. Eletroporação de bactérias 

Nos experimentos realizados no eletroporador comercial, as bactérias E. coli 

foram eficientemente eletroporadas na maioria das condições testadas, como será 

explicado a seguir. Com o eletroporador do LIB, as células foram eletroporadas somente 

em uma das condições, como será visto no final da Seção. A eficiência do processo foi 

determinada pelo número de colônias transformantes, isto é, colônias formadas por 

bactérias que adquiriram resistência à ampicilina, e estes valores foram obtidos a partir da 

contagem manual. 

Em todos os experimentos realizados, em ambos os eletroporadores, os controles 

positivos e negativos funcionaram conforme o esperado. Nas placas correspondentes aos 

controles da eletroporação, no primeiro caso, cresceram bactérias por toda a extensão das 

placas sem que houvesse formação de colônias, em todas as condições, mostrando que a 

aplicação de campos de até 12 kV/cm não altera a viabilidade destas células. No caso do 

eletroporador do LIB, não foram realizados os controles da eletroporação visto que a 

intensidade dos campos elétricos aplicados foi de 4 kV/cm, muito inferior ao que já havia 

sido testado, de até 12 kV/cm. 

Nos experimentos com o eletroporador comercial, foram aplicados pulsos únicos 

correspondentes a campos elétricos de 2 a 12 kV/cm. Com relação à largura de pulso, 

segundo o manual do equipamento, os valores reais devem ser próximos ao valor 

esperado, que é calculado multiplicando-se o valor da resistência pelo valor da 

capacitância selecionados. Para estes experimentos, foi selecionado o maior resistor, de 

1000 . O manual informa que, com os resistores maiores, a largura de pulso pode ser 
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mais afetada com a resistividade da amostra do que com os resistores menores. 

O valor esperado da largura de pulso nos experimento foi de 25 ms e os valores 

verdadeiros, que foram exibidos no painel no equipamento após a aplicação dos pulsos, 

podem ser observados na Tabela 1. É importante destacar que, no experimento 3, não há 

os valores da largura de pulso para os campos de 2 e 2,5 kV/cm, pois estes pontos não 

foram realizados. Nota-se que um dos valores do experimento 4 para o campo de 

10 kV/cm foi de 1,1 ms, discrepante de todos os valores da tabela. Como a largura de 

pulso foi muito menor que o valor esperado e que os demais valores, o resultado da 

eletroporação desta amostra (10b) não foi utilizado. Segundo o manual do equipamento, 

quando a largura de pulso é muito menor do que o valor esperado é porque a amostra é 

muito condutiva. Acredita-se que esta discrepância tenha ocorrido devido ao fato da 

cubeta utilizada não ter sido bem lavada. 

Tabela 1. Larguras de pulso no eletroporador comercial. 

Campo elétrico 
(kV/cm) 

Larguras de pulso (ms) 

 Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 

2 21,1 20,1 -- 20,9 

2,5 19,6 19,5 -- 20,4 

3 19,5 19,8 18,8 19,6 

4 18,9 19,6 19,0 19,2 

6 16,8 16,8 18,0 18,2 / 16,9 / 16,8 

8 16,8 19,1 16,8 18,8 /17,0 / 16,7 

10 16,4 17,5 14,1 17,3 / 1,1 / 18,1 

12 14,0 15,3 14,3 16,0 

 

O resultado das contagens manuais das placas de Petri dos experimentos com o 

eletroporador comercial pode ser observado na Figura 35. Na condição do campo de 

2 kV/cm, cresceram 2 ou 3 colônias nas placas e, em um dos experimentos 

(experimento 4), nenhuma colônia cresceu na placa correspondente a este campo. Na 

condição de 2,5 kV/cm, os resultados variaram entre 1 e 22 colônias nas placas. A partir 

do campo de 3 kV/cm, os resultados da eletroporação foram mais evidentes, como pode 

ser observado no gráfico. Nota-se, considerando a média dos experimentos (linha 

tracejada), que o número de colônias transformantes aumenta quanto maior o campo 

elétrico aplicado, até 8 kV/cm. A partir de 10 kV/cm, inicia-se uma queda do número de 

colônias até 12 kV/cm. A continuidade da curva não foi verificada, pois a eletroporação 
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não pôde ser avaliada para campos maiores que 12 kV/cm. 

Como mencionado anteriormente, algumas imagens não foram contadas devido à 

grande quantidade de colônias nas placas e, então, estes dados não puderam ser 

representados no gráfico. Em algumas placas, foi realizada somente a contagem parcial e, 

neste caso, a estimativa do número de colônias foi incluída no gráfico. Todas essas 

imagens encontram-se no Apêndice B. No experimento 1, as placas das condições de 8 e 

10 kV/cm não foram contadas. No segundo experimento, os valores dos pontos de 8 e 

10 kV/cm foram obtidos por meio da contagem parcial, assim como os valores de 6, 8 e 

10 kV/cm do terceiro. 

No experimento 4, além da série de 2 a 12 kV/cm, algumas amostras foram 

realizadas em triplicata para realização das diluições; porém, apenas algumas puderam 

ser utilizadas para a contagem manual e, consequentemente, estas foram incluídas no 

gráfico, como será explicado posteriormente. Sendo assim, o número de amostras em 

cada condição não é igual neste experimento. Isto pode ser observado na Figura 35, na 

qual os dados do Experimento 4 estão representados pelas barras com tonalidade de cinza 

mais escura. 

 

Figura 35. Efeito do campo elétrico na eficiência da eletroporação. O gráfico mostra o 
número de transformantes para campos elétricos de 2 a 12 kV/cm. As barras representam 
a média das três contagens manuais e as barras de erro representam o valor máximo e o 
mínimo destas contagens. 
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Na Figura 36, são exibidas as imagens das placas de Petri correspondentes a uma 

das séries do experimento (experimento 2) para uma avaliação qualitativa do efeito do 

campo elétrico na eficiência da eletroporação. As placas dos experimentos 1, 3 e 4 podem 

ser observadas no Apêndice C. As placas com as diluições das amostras de 6, 8 e 

10 kV/cm do experimento 4 serão discutidas a seguir. 

 

2 kV/cm 2,5 kV/cm 3 kV/cm 4 kV/cm 

6 kV/cm 8 kV/cm 10 kV/cm 12 kV/cm 

 

Figura 36. Placas com colônias de bactérias após a aplicação dos pulsos no eletroporador 
comercial (Experimento 2). 

Nos três primeiros experimentos realizados, as placas com as maiores quantidades 

de colônias de bactérias variaram entre as condições de 6, 8 e 10 kV/cm. Como em 

alguns casos não foi possível fazer a contagem manual dessas placas, foi realizada mais 

uma série do experimento (Experimento 4) com estas condições em triplicata, incluindo 

diluições destas amostras, para estimar a quantidade de colônias transformantes obtidas 

com a aplicação destes campos a partir da contagem das amostras diluídas. Na Figura 37, 

são mostradas imagens das placas deste experimento. Somente alguns destes resultados 

foram utilizados no gráfico (Figura 35), como será explicado a seguir. 
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6 kV/cm (a) 8 kV/cm (a) 10 kV/cm (a) 

6 kV/cm (b) 
diluído 10x 

8 kV/cm (b) 
diluído 10x 

10 kV/cm (b) 
diluído 10x 

6 kV/cm (b) 
diluído 100x 

8 kV/cm (b) 
diluído 100x 

10 kV/cm (b) 
diluído 100x 

6 kV/cm (c) 
diluído 10x 

8 kV/cm (c) 
diluído 10x 

10 kV/cm (c) 
diluído 10x 

6 kV/cm (c) 
diluído 100x 

8 kV/cm (c) 
diluído 100x 

10 kV/cm (c) 
diluído 100x 

 

 

 

 

Figura 37. Resultado do plaqueamento das amostras submetidas à aplicação de campos de 
6, 8 e 10 kV/cm. As placas cujas contagens foram incluídas no gráfico estão marcadas 
com símbolo ( ). 
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As quatro placas com as diluições da condição de 6 kV/cm não foram utilizadas 

para a contagem porque foi possível realizar a contagem manual da placa de 6 kV/cm (a), 

sem diluição. A placa de 8 kV/cm (a) não pôde ser contada e, então, foram realizadas 

contagens das placas com as diluições destas condições. As quatro placas das diluições de 

8 kV/cm foram contadas, porém, somente as contagens das placas com diluições de 10x 

foram incluídas no gráfico por representarem estimativas mais confiáveis do que as de 

100 x. A placa de 10 kV/cm (a) e ambas as placas de 10 kV/cm (c) não puderam ser 

contadas e, portanto, não foram incluídas no gráfico. Com relação às amostras de 

10 kV/cm (b), as contagens das duas placas não puderam ser incluídas nos resultados 

porque correspondiam à amostra cuja largura de pulso (1,1 ms) foi muito menor do que a 

média das demais (Tabela 1), como explicado anteriormente. As placas das diluições que 

foram utilizadas estão destacadas na Figura 37. 

O teste com o eletroporador programável do LIB foi realizado utilizando-se pulsos 

correspondentes a campos de 4 kV/cm, variando-se os demais parâmetros dos pulsos 

(número e largura dos pulsos e intervalo entre os pulsos), como descrito na Seção 4.7. É 

importante ressaltar que, neste experimento, as larguras de pulso programadas 

corresponderam às larguras reais, medidas por meio de um osciloscópio. A aplicação dos 

pulsos no equipamento do LIB resultou no crescimento de colônias transformantes nas 

duas placas da primeira condição, de 1 pulso de 10 ms. A média da contagem manual 

realizada nestas placas foi de 489 (Figura 38a) e 300 (Figura 38b). Nas demais condições, 

não foi observado o crescimento de colônias de bactérias, com exceção de uma das placas 

da segunda condição, de 10 pulsos de 10 ms com intervalo de 10 ms (Figura 38c), na qual 

cresceu uma única colônia. 

 a b c 

 

Figura 38. Eletroporação com o eletroporador programável, no qual foram aplicados 
campos elétricos de 4 kV/cm. As imagens (a) e (b) correspondem à condição 
experimental de 1 pulso retangular com duração de 10 ms e a (c), de 10 pulsos 
retangulares com duração de 10 ms e intervalo entre os pulsos de 10 ms. 
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5.2. Simulação de imagens 

Para a simulação das imagens de colônias de bactérias, foi utilizada uma imagem 

da placa de Petri apenas com o meio de cultura (Figura 39a) sem as bordas da placa 

(Figura 39b). 

 
a b 

 

Figura 39. Placa de Petri vazia utilizada para a simulação de imagens. 

Foram geradas imagens de placas de bactérias contendo de 100 a 1000 colônias, 

variando de 100 em 100, conforme descrito anteriormente (Seção 4.10). Inicialmente, 

foram geradas 150 imagens simuladas realizando-se uma equalização dos níveis de cinza 

das colônias com o valor de 210 (Figura 40a). Depois, foram feitas 150 imagens 

simuladas utilizando uma equalização menor, com o valor de 150 (Figura 40b). Nestas 

figuras, uma imagem de cada uma das faixas, de 100, 200, 300 até 1000 colônias, é 

mostrada como exemplo. 

As imagens simuladas do primeiro grupo foram submetidas à contagem 

automática utilizando-se os dois métodos desenvolvidos neste trabalho. Para ambos os 

métodos, o resultado do teste de normalidade das contagens automáticas destas imagens 

indicou que a distribuição não é normal em todas as faixas. Então, foi calculada a 

mediana dos valores das contagens de cada faixa e as medianas foram comparadas com o 

número de colônias existentes nas placas (Figura 41). 

As imagens do segundo grupo foram submetidas à contagem automática do 

Método 2. O resultado do teste de normalidade para estas contagens foi que a distribuição 

é normal em todas as faixas e, neste caso, foi calculada a média das contagens de cada 

faixa para comparação com o número de colônias (Figura 42). 
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Figura 40. Imagens simuladas de placas de colônias de bactérias, contendo de 100 a 1000 
colônias. Em (a), são exibidas as imagens do primeiro grupo, que foram geradas 
utilizando uma equalização com nível de cinza de 210. Para o segundo grupo (b), foi 
utilizada uma equalização com valor do nível de cinza de 150. Em ambas, na primeira 
coluna, são exibidas, de cima para baixo, as imagens de 100 a 500 colônias e, na segunda 
coluna, de 600 a 1000. 

a b 
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Figura 41. Comparação entre o número de colônias nas imagens simuladas do primeiro 
grupo e o número de colônias obtido com a contagem automática destas imagens 
utilizando os dois métodos de processamento. As imagens simuladas deste grupo foram 
geradas utilizando uma equalização das colônias com valor do nível de cinza de 210. 

 

Figura 42. Comparação entre o número de colônias nas imagens simuladas do segundo 
grupo e o número de colônias obtido com a contagem automática destas imagens 
utilizando o Método 2 de processamento. Estas imagens foram geradas utilizando uma 
equalização das colônias com valor do nível de cinza de 150. 

Para o primeiro grupo de imagens simuladas, foi calculada a razão entre as 

contagens automáticas e o número de colônias para os dois métodos (Tabela 2). Os 
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valores variaram entre 98%, para as placas com concentrações mais baixas, e 89%, para 

as mais altas no Método 1, e entre 98% e 85% no Método 2. Para o segundo grupo, foi 

calculada esta razão para o Método 2, e os valores variaram entre 94% e 80% (Tabela 3). 

É importante destacar que a razão obtida é colônias é menor quanto maior o número de 

colônias em ambos os casos, como pode ser verificado nas tabelas. 

Tabela 2. Cálculo da razão entre o número de colônias obtido por meio das contagens 
automáticas e o número de colônias nas imagens simuladas do primeiro grupo. 

Número de colônias Contagem automática / número de colônias 

 Método 1 Método 2 

100 0,98 0,98 

200 0,98 0,97 

300 0,96 0,95 

400 0,95 0,94 

500 0,93 0,91 

600 0,92 0,89 

700 0,91 0,89 

800 0,90 0,87 

900 0,89 0,85 

1000 0,89 0,84 

Tabela 3. Cálculo da razão entre o número de colônias obtido por meio da contagem 
automática com o Método 2 e o número de colônias nas imagens simuladas do segundo 
grupo. 

Número de colônias Contagem automática / número de colônias 

 Método 2 

100 0,94 

200 0,93 

300 0,91 

400 0,90 

500 0,89 

600 0,86 

700 0,85 

800 0,83 

900 0,81 

1000 0,80 

 

Para avaliar o efeito da utilização de imagens simuladas com diferentes 

equalizações na contagem automática, foi realizada uma comparação do desempenho do 

Método 2 para as imagens do primeiro e do segundo grupo (Figura 43). Nota-se que o 
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resultado do primeiro grupo se aproximou mais do número de colônias nas placas do que 

o do segundo. 

 

Figura 43. Comparação dos resultados das contagens realizadas com o Método 2 
utilizando imagens simuladas com diferentes equalizações. Na figura, “equalização 1” se 
refere ao primeiro grupo de imagens simuladas e “equalização 2” ao segundo. 

5.3. Contagem automática das placas de eletroporação 

Para a contagem automática, foram utilizadas 14 imagens de placas de bactérias 

dos experimentos de eletroporação. Do total de 44 imagens, foram excluídas as das 

diluições de 6 kV/cm que não foram utilizadas (4), as que continham menos do que 100 

colônias (15); as que não foram contadas manualmente devido à grande quantidade de 

colônias (6) e as que foram contadas de forma parcial (5), pois só foram avaliadas as 

placas com até, aproximadamente, 1100 colônias e o número estimado de colônias nas 

placas contadas parcialmente era muito maior que o valor estipulado. 

As placas selecionadas foram submetidas à contagem automática utilizando os 

dois métodos de processamento. Destas 14 imagens, 1 apresentou resultados discrepantes 

e, então, foi excluída das análises subsequentes. Os resultados podem ser observados na 

Figura 44, na qual também é exibida a média dos resultados da contagem manual para 

comparação. 
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Para as imagens simuladas, foram utilizadas imagens com colônias na faixa de 

100 a 1000, de 100 em 100. No caso das imagens das placas de eletroporação, não havia 

placas em todas essas faixas. Então as 13 imagens foram separadas nas seguintes faixas: 

de 100 a 200 (1), 200 a 300 (3), 400 a 500 (4), 800 a 900 (4) e mais de 1000 (1), para a 

comparação dos resultados das imagens simulação e das de eletroporação. 

 

Figura 44. Comparação entre o número de colônias obtido por meio da contagem manual 
e por meio das contagens automáticas utilizando os dois métodos de processamento em 
imagens de placas de eletroporação. 

Foi calculada a razão entre as contagens automáticas e a contagem manual para os 

dois métodos (Tabela 4). Os valores variaram entre 114% e 73% no Método 1, e entre 

102% e 75% no Método 2. A comparação desses valores entre os dois métodos pode ser 

avaliada graficamente na Figura 45. 

Posteriormente, foram feitas análises qualitativas dos resultados das contagens 

automáticas realizadas com ambos os métodos (Figura 46). Foi avaliada a localização dos 

círculos detectados no resultado final (após as filtragens), pois foi observado que, 

eventualmente, eram detectados círculos que não correspondiam a colônias nos resultados 

obtidos por meio do Método 1 e do Método 2 (Figura 47). 

Então, foram feitas contagens manuais destes pontos localizados fora das colônias 

(falso-positivos) nas imagens com os resultados da Transformada de Hough, como o da 

Figura 46, para os dois métodos. Em seguida, os valores obtidos foram subtraídos dos 

resultados originais das contagens (Figura 48). 
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Tabela 4. Cálculo da razão entre as contagens automáticas e a contagem manual. 

 Contagem manual Contagem automática / contagem manual 

 (média) Método 1 Método 2 

100 a 200: 102 1,14 0,96 

200 a 300: 208 0,88 0,97 

 272,7 0,94 1,02 

 299,7 1,03 0,97 

400 a 500: 409,7 0,86 0,99 

 469 0,91 0,98 

 488,3 0,76 0,75 

 489 0,82 0,81 

800 a 900: 814,7 0,88 0,87 

 842,7 0,82 0,93 

 858,3 0,85 0,92 

 909,3 0,82 0,88 

> 1000: 1135 0,73 0,79 

 

 

Figura 45. Comparação da razão contagem automáticas / manual entre os dois métodos. 
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Figura 46. Resultado final da aplicação da Transformada de Hough. 
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 a 
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b 

d 
e 

 

Figura 47. Círculos detectados não correspondentes a colônias. Os recortes (a), (b), (c) 
são de imagens submetidas ao Método 2 de processamento e (d), (e), ao Método 1. 

 

 

Figura 48. Comparação entre o número de colônias obtido por meio da contagem manual 
e por meio das contagens automáticas utilizando os dois métodos de processamento após 
análise dos falso-positivos. 
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Para facilitar a comparação, são apresentados os resultados das contagens após 

subtração dos pontos falso-positivos e os resultados originais de cada método no mesmo 

gráfico (Figura 49). Nota-se que os valores das contagens após a análise dos falso-

positivos, em comparação com os resultados originais, foram reduzidos no Método 1. No 

segundo método, essa diferença é dificilmente observada, mas, pode ser verificada no 

último ponto. 

 

 

Figura 49. Comparação entre o resultado original das contagens automáticas e o resultado 
após análise dos falso-positivos. 
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Posteriormente, foi calculada a razão entre as contagens automáticas após a 

análise e a contagem manual para os dois métodos (Tabela 5). Os valores variaram entre 

87% e 62% no Método 1, e entre 102% e 72% no Método 2. A comparação desses 

valores entre os dois métodos pode ser avaliada graficamente na Figura 50-A. 

Tabela 5. Cálculo da razão entre as contagens automáticas após análise e a contagem 
manual. 

 
Contagem manual 

(média) 
Contagem automática após análise / 

contagem manual 
  Método 1 Método 2 

100 a 200: 102 0,62 0,96 
200 a 300: 208 0,75 0,96 

 272,7 0,87 1,02 
 299,7 0,77 0,97 

400 a 500: 409,7 0,81 0,99 
 469 0,87 0,97 
 488,3 0,66 0,72 
 489 0,71 0,81 

800 a 900: 814,7 0,84 0,87 
 842,7 0,79 0,92 
 858,3 0,79 0,92 
 909,3 0,75 0,87 

> 1000: 1135 0,70 0,75 

 

Para aprofundar a avaliação, foi realizada a comparação dos valores obtidos com a 

razão contagem automáticas / manual antes (Tabela 4) e depois da análise dos falsos 

positivos (Tabela 5) de ambos os métodos (Figura 50 - B, C). Comparando com os 

valores dos resultados originais, percebe-se que os valores após análise foram reduzidos 

principalmente no Método 1. Neste método, a razão após análise é menor do que a razão 

sem análise em todas as faixas analisadas, enquanto que no segundo método, a razão é 

menor em alguns pontos e igual em outros. 
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Figura 50. Comparação da razão contagem automáticas / manual entre os dois métodos 
após análise dos falso-positivos (A), entre o Método 1 antes e depois da análise (B) e 
entre o Método 2 antes e depois (C). 

A 

B 

C 
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Capítulo 6. Discussão 

6.1. Eletroporação 

Neste trabalho, foram realizados experimentos de eletroporação utilizando um 

equipamento comercial e outro programável por computador, desenvolvido no 

Laboratório de Instrumentação Biomédica (LIB).  

O primeiro objetivo dos experimentos utilizando o eletroporador comercial foi 

validar o modelo experimental desenvolvido no LIB. É possível concluir, a partir dos 

resultados descritos na Seção 5.1, que os materiais e os protocolos utilizados são 

adequados para avaliação da eletroporação celular, dado que as bactérias foram 

eficientemente eletroporadas na maioria das condições testadas e que os controles 

funcionaram de acordo com o esperado. 

Com relação a estes experimentos, os resultados das condições 2 e 2,5 kV/cm não 

podem ser considerados resultados eficientes, pois cresceram poucas colônias nestas 

placas (Figura 35, p. 61). Isto significa que poucas células, em meio a centenas, 

adquiriram resistência à ampicilina com a aplicação dos pulsos elétricos referentes a estas 

condições e formaram colônias nestas placas. Porém, estes resultados são de difícil 

replicação, isto é, repetindo-se as mesmas condições experimentais, é possível que não 

seja formada nenhuma colônia nestas placas, como já ocorreu uma vez na condição de 

2 kV/cm. 

O segundo objetivo relacionado a estes experimentos foi caracterizar uma curva 

de eletroporação, para verificar a relação entre o número de colônias transformantes e o 

campo elétrico aplicado, utilizando pulsos exponenciais com largura de pulso de 

17,9 ± 3,6 ms. Foi observado que o número de colônias transformantes é maior, quanto 

maior o campo elétrico aplicado até 8 kV/cm. Após este valor, há uma diminuição do 

número de colônias até 12 kV/cm (Figura 35). Como explicado previamente, não foram 

aplicados campos maiores que 12 kV/cm. 

No trabalho de Dower et al. (1988), pulsos exponenciais únicos correspondentes a 

campos de até 16,7 kV/cm, com larguras de pulsos de 5 e 20 ms, foram aplicados a 

bactérias E. coli. Os resultados demonstraram que a eficiência da eletroporação foi maior 

para as condições de 7 kV/cm com largura de 20 ms e 11 kV/cm com largura de 5 ms. No 

presente trabalho, a maior eficiência de eletroporação foi obtida nas condições de 

8 kV/cm utilizando pulsos com largura média de 17,5 ms, sendo que a largura mínima foi 
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de 16,7 e a máxima, de 19,1 ms (Tabela 1, p. 60). Estas condições estão mais próximas da 

condição de 7 kV/cm com largura de 20 ms do artigo de Dower et al. (1988); porém, a 

largura de pulso utilizada no presente trabalho não foi exatamente constante, o que 

dificulta a comparação dos dois trabalhos. 

Tyurin et al. (2005) utilizaram pulsos únicos retangulares de 10 ms 

correspondentes a campos de 9 a 25 kV/cm, e a eficiência da eletroporação foi maior na 

condição de 25 kV/cm para as três cepas de bactérias testadas: duas cepas da bactéria 

Clostridium thermocellum e uma Thermoanaerobacterium saccharolyticum. Estes 

resultados, obtidos com campos elétricos maiores que os do presente trabalho e de Dower 

et al. (1988), podem ser explicados pelo fato das bactérias utilizadas serem Gram-

positivas, enquanto que a E. coli é Gram-negativa e, conforme explicado na Seção 3.2.1, 

as bactérias Gram-negativas são mais facilmente eletroporadas. 

Posteriormente, foram realizados os experimentos no eletroporador programável 

do LIB com objetivo único de testar o equipamento, e não de comparar o desempenho 

deste equipamento com o do comercial. Foram testadas três condições, como explicado 

na Seção 4.7, e os resultados (Figura 38, p. 64) indicam que a eletroporação é eficiente 

somente na condição de 1 pulso de 10 ms. Em uma das placas da outra condição, de 10 

pulsos de 10 ms com intervalo de 10 ms, cresceu apenas uma colônia, o que não pode ser 

considerado um resultado eficiente, assim como discutido com relação aos resultados do 

eletroporador comercial. 

Já foi demonstrado que a extensão da permeabilização celular depende da 

intensidade, da duração e também do número de pulsos (ROLS e TEISSIÉ, 1990). Neste 

trabalho, um dos experimentos foi realizado aplicando-se pulsos retangulares com 

intensidade e duração constantes e número de pulsos variáveis a células de mamíferos, e 

foi observado que a permeabilidade celular aumenta linearmente com o número de pulsos 

aplicados até 10 pulsos. 

No experimento com o eletroporador do LIB, inicialmente, esperava-se que a 

eficiência da eletroporação fosse maior na condição de 10 pulsos de 10 ms em 

comparação com 1 pulso de 10 ms; porém, este não foi o resultado encontrado. Por outro 

lado, foi observado, quando as amostras eram retiradas das cubetas de eletroporação, que 

ocorreu formação de pequenas bolhas em algumas. Então, acredita-se que houve um 

aquecimento das amostras durante a aplicação dos pulsos, fenômeno conhecido como 

efeito Joule. 

Este efeito foi observado no trabalho de Eynard et al. (1992), e os autores 
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realizaram uma estimativa da variação da temperatura da amostra a partir da intensidade 

de corrente, da resistência e do volume da amostra, e da duração do pulso. Foi calculado 

um aumento da temperatura entre 16 e 40 °C. Contudo, segundo Sambrook et al. (1989), 

a eletroporação deve ser realizada em baixas temperaturas (0 a 4 °C), pois a eficiência 

deste processo é reduzida em até 100 vezes quando realizada à temperatura ambiente. 

Baseando-se nesta afirmação, pode-se concluir que o efeito Joule é um fator prejudicial 

ao processo de eletroporação. Adicionalmente, no trabalho de Kinosita e Tsong (1977), 

foi observado que a permeabilidade depende da temperatura, sendo tanto maior quanto 

menor a temperatura. 

Nos experimentos no equipamento do LIB, as amostras, que ficavam no gelo até o 

momento da eletroporação, foram colocadas em cubetas geladas e a cuba de 

eletroporação, aonde eram colocadas as cubetas, ficava imersa em gelo. Isto é, todos os 

procedimentos foram realizados para manter os materiais em baixas temperaturas. 

Entretanto, com a aplicação dos pulsos, a temperatura aumentava. Não foi calculada a 

estimativa de variação da temperatura, mas foram observadas alterações nas amostras que 

indicam que esta variação foi grande, como a formação de bolhas. Em alguns casos, 

ocorreu evaporação de uma parte das amostras, dado que foi retirado um volume menor 

de amostra que o colocado inicialmente. Nos experimentos realizados no eletroporador 

comercial, essas alterações não foram observadas nas amostras (com 65 µl) e, então, 

supõe-se que o aquecimento das amostras eletroporadas no equipamento do LIB (com 

25 µl) esteja relacionado com o pequeno volume destas amostras, além da utilização de 

pulsos repetidos em algumas condições. Adicionalmente, no equipamento comercial, as 

amostras e os materiais utilizados para a eletroporação também ficavam no gelo até o 

momento de sua utilização; mas, como a cuba de eletroporação deste equipamento não 

pôde ser imersa em gelo, este processo foi realizado à temperatura ambiente. 

Com relação às diferenças observadas na eficiência da eletroporação entre as 

condições testadas, a principal hipótese para explicar os resultados do equipamento do 

LIB envolve o efeito Joule. É possível que a eletroporação tenha sido eficiente nas 

amostras submetidas a pulsos únicos, comparando com as de pulsos repetidos, porque, no 

primeiro caso, a duração total dos pulsos era menor e, então, ocorria um aumento menor 

da temperatura das amostras, favorecendo a eletroporação. 

É importante destacar também que os resultados destes experimentos não podem 

ser comparados com os realizados no eletroporador comercial, apesar de terem sido 

utilizados pulsos elétricos correspondentes a campos de 4 kV/cm em ambos os 
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equipamentos, com os demais parâmetros de pulsos diferentes (forma de onda, largura de 

pulso, número de pulsos e intervalo entre os pulsos), pelos motivos explicados a seguir. 

Segundo Sambrook et al. (1989), há variação na eficiência da transformação na 

ordem de duas a dez vezes quando são realizados experimentos utilizando diferentes 

alíquotas da mesma cultura de células. No caso do experimento com os eletroporadores, 

foram utilizadas amostras de diferentes preparações de células competentes, realizadas 

em dias diferentes. Então, assim como há variação entre diferentes alíquotas de uma 

mesma amostra, é possível que haja variação na eficiência da transformação entre 

amostras de diferentes preparações. 

O segundo motivo é referente à quantidade de células competentes utilizadas, que 

não foi a mesma nos dois casos, pois foi realizada uma adaptação do protocolo original 

para os experimentos com o eletroporador programável. Segundo o protocolo original de 

preparo das células competentes, o sedimento celular final deve ser ressuspenso em 

700 l de glicerol 10% gelado e esta suspensão deve ser distribuída em alíquotas de 

60 l. Em seguida, devem ser adicionados 5 l de plasmídeos aos 60 l de células 

competentes. Este protocolo foi usado nos experimentos no eletroporador comercial, cuja 

cubeta possuía um volume de trabalho entre 40 e 400 µl. 

Como no eletroporador do LIB o volume de trabalho era bem menor, de 25 l, o 

volume de cada alíquota deveria ser 20 l para adicionar o mesmo volume de DNA 

(5 l). Se o sedimento celular final fosse ressuspenso no mesmo volume de glicerol, 

seriam utilizados somente 20 l de células competentes ao invés de 60 l e, 

consequentemente, seria utilizado somente 1/3 da quantidade de células dos experimentos 

do eletroporador comercial. Então, foi estabelecido que o sedimento celular final fosse 

ressuspenso em um volume menor de glicerol 10%, de 150 l, para que a amostra ficasse 

mais concentrada e, depois, que a suspensão fosse distribuída em amostras de 20 l. 

Porém, como o volume do sedimento celular não é exatamente o mesmo em todos os 

experimentos, não é possível fazer uma comparação entre as quantidades de células 

utilizadas nos experimentos dos diferentes equipamentos. 

É importante ressaltar que a escolha de utilizar um volume menor de glicerol 

nestes experimentos foi uma estratégia adotada empiricamente, baseada na hipótese de 

que quanto mais células, maior a probabilidade destas incorporarem os plasmídeos 

presentes na amostra e, então, o número de colônias transformantes seria maior. No 

entanto, não foram encontrados relatos na literatura discutindo qual a concentração ideal 
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de células para eletroporação. 

Para comparação dos resultados de ambos os eletroporadores em experimentos 

futuros, estes devem ser realizados no mesmo dia, com a mesma preparação de células 

competentes e com a mesma quantidade de células. O ideal é que fosse utilizado o 

mesmo tipo de cubeta de eletroporação ou, ao menos, uma cubeta com o mesmo volume 

de trabalho. Isto é importante pelos seguintes motivos: para que possa ser utilizado o 

mesmo volume de amostra, o que significa utilizar a mesma quantidade de células; e para 

diminuir o efeito Joule, principalmente no caso do eletroporador do LIB, no qual era 

utilizado um volume de amostra menor. Outro parâmetro que deve ser controlado de 

maneira mais eficaz é a concentração do plasmídeo. Foram utilizados 5 µl de DNA com 

concentração aproximada de 93,3 ng/ l; porém, as concentrações variaram entre 77,6 e 

105 ng/ l. Para que seja realizada uma comparação da eficiência da eletroporação entre 

dois equipamentos, é necessário utilizar a mesma concentração de DNA. Para tal, é 

necessário definir uma concentração padrão de plasmídeo e, então, medir a concentração 

de cada alíquota de plasmídeo e diluir ou concentrar o material, de acordo com a 

necessidade. 

6.2. Desempenho dos algoritmos desenvolvidos 

Com relação aos algoritmos desenvolvidos neste trabalho para contagem 

automática de colônias, foi realizada, além da contagem manual, uma simulação de 

imagens para validá-lo. Muitos pesquisadores utilizam somente a contagem manual para 

calcular a eficácia dos contadores automáticos, partindo do pressuposto de que esta 

contagem representa corretamente o número de colônias (BARBER et al., 2001; 

BERNARD et al., 2001; BISTON et al., 2003; MAROTZ et al., 2001; PUTMAN et al., 

2005). Porém, já foi demonstrado que a contagem manual é subjetiva, que varia de pessoa 

para pessoa e também para um mesmo observador (HERMAN et al., 1983; LUMLEY et 

al., 1997). Uma solução para este problema é utilizar imagens simuladas com número de 

colônias conhecido, como foi realizado por Bewes et al. (2008). Alternativamente, pode-

se comparar os resultados da contagem manual e da automática realizada pelo programa 

desenvolvido com os resultados da manual e da automática obtida por meio de um 

contador comercial (CLARKE et al., 2010; DAHLE et al., 2004) ou de um contador 

disponível gratuitamente na Internet (CHEN e ZHANG, 2009). 

No que concerne a contagem automática das imagens simuladas (Tabela 2, p. 68), 
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o Método 1 apresentou melhores resultados que o Método 2. A média da razão contagem 

automática / número de colônias foi de 93% e 90,8%, respectivamente. A diferença entre 

os métodos foi maior nas imagens simuladas com quantidades maiores de colônias: os 

valores da razão utilizando Método 1 variaram entre 98%, para as imagens com 

quantidades maiores, e 89%, para as com quantidades menores, e entre 98% e 85% 

usando o segundo método. 

Estes resultados podem ser explicados com base nas diferenças entre as etapas de 

pós-processamento destes métodos. No primeiro método, as colônias detectadas eram 

removidas da imagem binária enquanto que no segundo, eram removidas da imagem com 

as colônias preenchidas. Porém, como mostrado na Figura 32 (p. 54), algumas colônias 

não tiveram o interior preenchido porque as suas bordas não tinham o perímetro 

completamente fechado. Sendo assim, a utilização da imagem preenchida para o pós-

processamento representou uma desvantagem em relação à utilização da imagem binária 

do Método 1. Com relação ao pré-processamento, as diferenças entre os algoritmos 

utilizados para detecção das bordas das colônias não foram verificadas nas imagens 

simuladas. 

Quando os métodos de processamento foram aplicados às imagens reais de 

colônias de bactérias, os resultados foram diferentes (Tabela 4, p. 71 e Tabela 5, p. 75). A 

média da razão contagem automática / manual das colônias foi 88% para o primeiro 

método e 91% para o segundo. Após a análise dos falso-positivos, isto é, dos círculos 

detectados que não correspondiam a colônias, a média foi, respectivamente, 76,4% e 

90,2%. Os valores das contagens após esta análise foram bastante reduzidos no Método 1, 

de 88% para 76,4%, enquanto que no Método 2, a redução foi muito menor, de 91% para 

90,2%. Neste método, a diferença entre os resultados original e após a análise é próxima 

de zero na maioria das faixas, sendo que apenas na última, com mais de 1000 colônias, 

foi observada uma diferença maior (Figura 49, p. 74). De acordo com estes dados, o 

Método 2 apresentou melhores resultados, principalmente, após a análise dos falso-

positivos, indicando que este método é mais robusto que o primeiro. 

Com relação a estes resultados, a etapa mais crítica foi a do pré-processamento. 

Nas imagens reais, a equalização não ficou homogênea devido ao tipo de iluminação 

utilizada, correspondente a uma lâmpada circular e, então, as bordas das imagens ficaram 

sempre mais claras que o centro. Desta forma, a etapa de conversão para binária do 

Método 1 ficou comprometida, conforme ilustrado na Figura 51. 
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Figura 51. Etapa de conversão para binária usada no Método 1, utilizando diferentes 
limiares: 84 (a), 96 (c), 124 (e) e as respectivas (b), (d), (f) imagens das bordas obtidas. 

Nesta figura, a imagem (a) foi gerada a partir do limiar com valor de 84, (c) com 

96 e (e) com 124. Nota-se que ao utilizar um limiar menor (a), (b), perde-se a informação 

da borda enquanto que, ao utilizar um limiar maior (e), (f), as colônias do centro da placa 

são perdidas. Utilizando-se um limiar intermediário (c), (d), perdem-se ambas as 

informações. Como para a maioria das placas, a perda de informação é menor utilizando 

um limiar menor, como no exemplo da Figura 51, esta foi a opção escolhida na etapa de 

conversão para binária. Porém, a característica das bordas mais claras implica na geração 

a 

c 

e 

b 

d 

f 



 84 

dos pontos falso-positivos (Figura 47, p. 73), os quais são conseguem ser eliminados 

pelos filtros utilizados. 

No caso do Método 2, as imagens da borda são geradas a partir da imagem 

original e, depois, são convertidas para binária (Figura 31, p. 53). Para comparar o pré-

processamento de ambos os métodos, a mesma imagem original utilizada para gerar as 

imagens da Figura 51 foi utilizada na Figura 52 para aplicação do filtro Sobel. É possível 

notar que o Método 2 não é afetado pelo problema da equalização heterogênea das 

imagens. Outra vantagem deste método é que ele é completamente automatizado, não 

dependendo da intervenção do usuário em nenhuma etapa do processamento. 

 

Figura 52. Imagem de bordas binária após aplicação do filtro Sobel do Método 2. 

Estas diferenças não foram observadas nas imagens simuladas porque, na 

simulação, os recortes das colônias foram equalizados e foi utilizada uma imagem da 

placa de Petri com a melhor equalização entre as opções existentes. Sendo assim, a etapa 

de pré-processamento dos dois métodos não foi discrepante e ambos foram satisfatórios 

para detecção das bordas das colônias. Outra questão importante acerca dos resultados 

das contagens das imagens simuladas é que não foram observados falso-positivos, sendo 

assim, não foi feita a análise destes pontos para estas imagens. 

Outra diferença entre os resultados das imagens simuladas e reais foi que a razão 

contagem automática / número de colônias é menor quanto maior o número de colônias 

nas simuladas. No segundo caso, essa relação entre a contagem automática / manual e a 

contagem manual não foi observada e, ainda, os valores da razão das contagens variaram 

ao longo das faixas com diferentes quantidades de colônias (Tabela 4, p. 71 e Tabela 5, 

p. 75). Esses resultados indicam novamente o problema da equalização das imagens. Nas 
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imagens simuladas, o fator limitante para detecção foi o número de colônias nas placas e 

também a quantidade de colônias agregadas, enquanto que nas imagens reais, algumas 

imagens com maior número de colônias apresentaram melhores resultados do que outras 

com menor quantidade destas. Adicionalmente, imagens simuladas geradas com 

equalizações diferentes foram submetidas ao Método 2 de contagem e os resultados 

demonstraram que as imagens com maior equalização se aproximaram mais do número 

de colônias nas placas do que as do outro grupo (Figura 43, p. 69). 

Os resultados das imagens simuladas demonstram o potencial de ambos os 

métodos para detectar as colônias de bactérias, mas indicam que a aquisição de imagens 

precisa ser aperfeiçoada. Uma alternativa para o método atual de aquisição de imagens 

seria a utilização de uma iluminação invertida, como realizado por Clarke et al. (2010). 

Neste trabalho, uma câmera digital foi colocada em um suporte e a placa de cultivo era 

colocada em cima do “iluminador” (Hoefer Scientific Instruments, CA), como pode ser 

observado na Figura 53. Porém, para utilizar este método é necessário corar as colônias 

de bactérias para obter um contraste entre estas e o meio de cultivo, pois as colônias são 

brancas e o meio tem cor amarelo claro. No método de aquisição atual, foi utilizado um 

fundo preto em baixo da placa para aumentar o contraste entre estes objetos. Entretanto, 

não seria possível utilizar um fundo preto com a iluminação invertida devido à ordem dos 

objetos. Sendo assim, esta técnica não pôde ser testada no presente trabalho, pois 

requereria a utilização de um método de coloração das colônias. 

Segundo Chen e Zhang (2009), a faixa aceitável para contagem manual é de 30 a 

300 colônias. No presente trabalho, este valor foi extrapolado para 1000 colônias porque, 

quando se está testando diferentes parâmetros de eletroporação, não é possível prever em 

quais condições serão obtidos maiores números de colônias e nem qual a ordem de 

grandeza destes valores e, também, para desenvolver um programa com uma faixa mais 

abrangente. 

No trabalho de Chen e Zhang (2009), foram testadas 9 imagens coloridas com 

2161 colônias no total e o método proposto apresentou precisão de 0,97 ± 0,03. Depois, 

foram testadas 24 imagens monocromáticas, sendo 9 com 1080 colônias, consideradas 

pelos autores de boa qualidade, e 15 com 330 colônias, de qualidade ruim, e os resultados 

foram 0,94 ± 0,07 para o primeiro grupo e 0,41 ± 0,16. Foram avaliadas também 15 

imagens monocromáticas da mesma placa tiradas com diferentes condições e a precisão 

média calculada foi de 0,93 ± 0,11. 
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Figura 53. Sistema de aquisição de imagens utilizado por Clarke et al. (2010). 

Bewes et al. (2008) validaram o programa com a contagem manual de 25 frascos 

de cada uma de duas linhagens celulares (melanoma e neuroblastoma), contendo de 100 a 

240 colônias, e a correlação entre os resultados das contagens automática e manual, 

segundo os autores, foi forte (r = 0,95). Adicionalmente, foi feita uma validação com os 

resultados da simulação de Monte Carlo e foi observada uma correlação muito forte para 

ambas as linhagens (r > 0,99). Também foi observado, avaliando-se a inclinação das 

retas, que o programa apresentou uma tendência de subestimar as contagens. 

O programa desenvolvido por Dahle et al. (2004), ScanCount, também foi 

validado em termos de correlação entre as contagens automática e manual. Foram 

utilizadas imagens de colônias de duas linhagens com diferentes morfologias (de 

fibroblastos e de queratinócitos), com até 350 colônias, e os resultados demonstraram 

uma forte correlação (r = 0,959 e r = 0,997, respectivamente). Conjuntamente, foi feita 

uma avaliação calculando-se a diferença entre as contagens manuais e automáticas e os 

autores mostraram que 10 de 36 medidas localizaram-se fora do limite de ± 10%. A 

comparação com um contador comercial indicou que o algoritmo proposto neste artigo 

apresentou resultados com maior acurácia do que os do comercial. 

Os resultados das contagens automáticas realizada pelo programa NICE, 

desenvolvido por Clarke et al. (2010), indicaram que estas contagens estão de acordo com 

as contagens manuais e que encontram-se dentro da faixa de 10% do número de colônias 

determinado pelo segundo método. Neste trabalho, foram avaliadas 48 imagens com até 

300 colônias de bactérias e foi observado que o algoritmo pode superestimar as contagens 

na faixa de 50 a 150 colônias e subestimar acima de 200. Também, foi calculado o erro 

médio de 2,7%. A comparação entre as contagens automáticas realizadas pelo algoritmo 

proposto e as realizadas pelo contador comercial demonstrou que estas estão de acordo e, 
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apesar da dispersão, os valores encontram-se dentro do limite de 10% (n = 480). 

Como nos trabalhos apresentados anteriormente foram utilizadas imagens com até 

300 colônias aproximadamente, é necessário fazer uma avaliação dos resultados do 

presente trabalho também na faixa de 100 até 300 colônias. 

Então, de acordo com os dados da simulação de imagens do primeiro grupo (com 

maior equalização), apresentados na Tabela 2 (p. 60), a média da razão contagem 

automática / manual nesta faixa foi de 97,3% para o Método 1 (n = 45) e 96,6% para o 

Método 2 (n = 45) e a correlação entre a contagem automática e o número de colônias foi 

de 0,999 para ambos os métodos. A média para as imagens simuladas do segundo grupo 

(com menor equalização), exibidas na Tabela 3 (p. 68), as quais foram contadas com 

Método 2, foi de 92,5% (n = 45) e a correlação, 0,999.  

Quanto aos resultados das imagens reais, nesta faixa de 100 a 300 colônias, as 

médias foram de 99,6% para o Método 1 (n = 4) e 97,9% para o Método 2 (n = 4) (Tabela 

4, p. 71) e a correlação entre as contagens, 0,976 e 0,997. Após a análise dos falso-

positivos, as médias foram 75,2% (n = 4) e 97,7% (n = 4), respectivamente (Tabela 5, 

p. 75), e a correlação, 0,987 e 0,997. 

Comparando estes valores com os coeficientes de correlação de outros artigos da 

área (BEWES et al., 2008; DAHLE et al., 2004), conclui-se que ambos os métodos 

desenvolvidos no presente trabalho apresentaram um desempenho compatível ou 

superior. Entretanto, o coeficiente de correlação indica apenas o comportamento das 

variáveis analisadas e não reflete a quantidade de colônias detectadas pela contagem 

automática. Como não foi encontrado um trabalho na literatura que avalie as contagens 

da mesma maneira, isto é, calculando a razão entre as contagens automática e manual, 

para o caso das imagens reais, ou entre a contagem automática e o número de colônias, 

para as simuladas, é difícil realizar uma comparação mais precisa entre este e os demais 

trabalhos. 

Nota-se que tanto o Método 1 quanto o Método 2 apresentaram uma tendência de 

subestimar as contagens, assim como os algoritmos desenvolvidos por Bewes et al. 

(2008) e Clarke et al. (2010). Ainda, conforme apresentado na Seção 5.3, ambos os 

métodos propostos não foram aplicados em placas com concentração de colônias muito 

alta, nas quais há agregados de muitas colônias. Por outro lado, os métodos são capazes 

de contar colônias agregadas, mesmo que em número limitado (agregados de 5 ou mais 

colônias), enquanto que alguns contadores automáticos não são capazes de reconhecer 

colônias agregadas como distintas (BARBER et al., 2001; DAHLE et al., 2004; NIYAZI 
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et al., 2007). Outros algoritmos, como o desenvolvido por Chen e Zhang (2009), 

conseguem separar as colônias, mas reconhecem que o programa ainda apresenta 

limitações para esta tarefa. 

É importante ressaltar que o programa não foi testado em condições experimentais 

diferentes das descritas nesse trabalho; contudo, desde que a morfologia das colônias de 

células seja circular e não haja agregados de muitas colônias nas placas, o desempenho 

dos métodos não seria afetado. 
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Capítulo 7. Conclusão 

Neste trabalho, foi desenvolvida uma metodologia para avaliação da eletroporação 

de bactérias, incluindo a montagem da estrutura para o cultivo destas células, o pedido do 

Certificado de Qualidade em Biossegurança e o estabelecimento dos protocolos. Todos os 

objetivos foram cumpridos conforme previsto, e o modelo experimental foi validado 

utilizando um eletroporador comercial. Também, foram realizados testes no equipamento 

desenvolvido no Laboratório de Instrumentação Biomédica, o qual foi capaz de 

eletroporar bactérias em condições específicas. Conforme discutido na Seção 6.1, é 

necessário realizar ajustes nos protocolos de eletroporação para utilização em 

experimentos futuros. 

Foram desenvolvidos dois métodos de processamento, baseados na Transformada 

de Hough (TH), para contagem automática das colônias de bactérias. Conclui-se que a 

TH implementada, associada outras técnicas de processamento de imagens, foi capaz de 

detectar e quantificar colônias de bactérias em diferentes concentrações. O Método 1 de 

processamento é indicado para imagens que possuam uma equalização homogênea (ideal) 

e o Método 2 deve ser utilizado quando uma equalização ideal não possa ser alcançada. 

Entretanto, o mais indicado seria aprimorar o sistema de aquisição de imagens, por 

exemplo, adaptando os protocolos de eletroporação utilizados e adicionando um método 

para corar as colônias e, então, utilizar a iluminação invertida. Outra opção seria 

acrescentar uma etapa no pré-processamento cujo objetivo seja equalizar as imagens, 

importante principalmente para o Método 1. Apesar das limitações, os resultados indicam 

que ambos os algoritmos apresentaram um desempenho compatível ou superior ao dos 

métodos relatados na literatura. 
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Apêndice A 

A imagem A1 exibe o Extrato Prévio publicado no Diário Oficial da União N° 59 

do dia 28 de março de 2011. 

 

Figura A1. Extrato Prévio publicado no Diário Oficial da União N° 59. 
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Apêndice B 

Nas figuras B1 e B2, são exibidas, respectivamente, as imagens que não foram 

contadas manualmente devido à grande quantidade de colônias nas placas e as que foram 

contadas parcialmente. 

 

 

 

 

Figura B1. Placas que não foram contadas manualmente. 
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Figura B2. Placas submetidas à contagem manual parcial. 
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Apêndice C 

As figuras C1 a C3 correspondem às séries dos experimentos de eletroporação, 

utilizando o eletroporador comercial, que não foram apresentadas nos resultados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C1. Experimento 1 
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Figura C2. Experimento 3. 

 

 

Figura C3. Experimento 4. 
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