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Avaliacao automatica da taxa de crescimento de colonias de
leveduras incubadas em placas de Petri usando Plataforma Movel

Automatic Evaluation of Colonies Growth rate of Yeasts incubated in
Petri dishes using Mobile Platform

Alecsander Pereira Martins'; José Carlos Pizolato Junior?; Valdinei Luis Belini?

Resumo

O presente trabalho propde um método automatico baseado em visdo computacional implementado em
plataforma mével capaz de monitorar o crescimento de colonias de leveduras Sacchromyces cerevisiae
incubadas em placas de Petri. O algoritmo otimizado para o processamento de imagem desempenha esta
tarefa sem intervengdo humana a partir de imagens de colonias de microrganismos em diferentes fases
de evolugdo. A contribuigdo desse artigo ¢ o desenvolvimento de uma ferramenta mével de resposta
rapida para auxiliar especialistas em bioprocessos no monitoramento do crescimento de colonias sem
o uso da convencional e imprecisa técnica manual. Os resultados obtidos demonstram, com sucesso,
alteragdes dimensionais em colonias em uma maneira mais rapida e exata quando comparado com o
método convencional, com a vantagem adicional da versatilidade em produzir resultados mais exatos e
consistentes com maior significancia estatistica.

Palavras-chave: Processamento de Imagem. Levedura. Visdo Computacional. Plataforma mével.

Abstract

This paper proposes an automatic method based on computer vision implemented in mobile platform
capable of monitoring the growth of microbial colonies incubated in Petri dishes. The developed
optimized image processing algorithm performs this task without human intervention from images
of colonies of the microorganism in different evolution phases. The contribution of this paper is the
development of a fast and robust mobile tool to assist bioprocess experts in monitoring the growth
of colonies without using the conventional error prone evaluation techniques. The obtained results
successfully demonstrated dimensional alterations in colonies in a faster and more precise fashion
when compared with the conventional method, with the additional advantage of versatility in producing
reliable estimation of the growth rates with higher statistical significance.
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Introducao

Com o aumento da presenca da biotecnologia na
produgio alimenticia e principalmente de bioenergia
(sasano et al., 2012), os processos fermentativos
tém ocupado cada vez mais destaque e importancia
no desenvolvimento de recursos e de pesquisas no
segmento de bioprocessos. Para as experi€ncias
de laboratorio em biotecnologia sao utilizados
recipientes circulares e transparentes conhecidos
como placas de Petri. Essas placas acondicionam
e permitem acompanhar o desenvolvimento de
microrganismos que crescem num meio solido
denominado agar. Esse meio oferece condicdes
ideais para o desenvolvimento de microrganismos
de maneira consistente e estdvel num ambiente
Na
cultura realizada em placas de Petri, as condi¢des

em estufa com temperaturas controlada.
favoraveis ao desenvolvimento dos microrganismos
possibilitam que amostras de leveduras ou bactérias
promovam o surgimento e o crescimento de unidades
formadoras de coldnias (Urc) que sdo visiveis ao
olho humano. Nesse contexto, o estudo da taxa de
crescimento de colonias de microrganismos pode
fornecer informagdes primordiais para avaliar
os efeitos dos seguintes agentes: antibidticos,
inibidores de crescimento, radiagdo, temperatura, pH,
composi¢ao do meio de cultura, drogas, nutrientes,
estresse fisiologico, entre outros fatores ambientais
(LawLess et al., 2010). No contexto funcional
gendmica, a levedura Saccharomyces cerevisiae tem
emergido como o organismo modelo para estudos
de células (MEMARIAN et al., 2007), sequenciamento
de genoma (GOFFEAU et al., 1996), (GHAEMMAGHAMI
et al., 2003), (xroGaN et al., 2006). Desta forma,
este mesmo organismo sera utilizado nas avaliagdes
experimentais neste trabalho.

Tradicionalmente, a verificagdo dimensional
de coldnias utiliza uma andlise visual a partir de
medig¢des (posicionamento do instrumento, leitura
e interpretagdo da escala) realizadas com uma régua
ou paquimetro. Grandes diferencas qualitativas em
crescimento podem ser facilmente observadas a

olho nu, mas medidas quantitativas de crescimento

sao necessarias para detectar pequenas diferencas
de crescimento das colonias (ADDINALL et al,
2008). Embora esta técnica seja muito conhecida e
de baixo custo, o tempo demandado nas medigdes
convencionais e as imprecisdes nos resultados tem
motivado a pesquisa por métodos automaticos.
Esta tarefa de observacdo direta muito minuciosa e
exaustiva e depende da experiéncia do especialista.
Neste caso, fatores como cansaco, fadiga e distragdes
do especialista podem contribuir ao registro de
tamanhos de colonias diferentes das dimensdes
verdadeiras. Além disso, o tempo necessario na
medigdo convencional é um fator limitante quando
existe a demanda de diversos acompanhamentos
simultaneos de crescimento de colonias em outras

placas de Petri.

Com o proposito de minimizar a influéncia do
fator humano e produzir resultados mais exatos e
consistentes, muitas propostas tém automatizado
a contagem e a avaliacdo da taxa de crescimento de
colonias em meio sélido (placas de Petri). No entanto,
a maioria dos trabalhos aplicou rotinas padrdes
de processamento de imagens em um programa
computacional Applesoft Basic (COSTELLO; MONK,
1985) sobre imagens obtidas por um microscépio. A
varredura de todos os pixels da imagem ¢ obtida num
algoritmo que distingue limiares nos pixels de acordo
com ajuste manual de luminosidade. (BISTON et al,,
2003). Neste algoritmo as imagens de placa de Petri
contendo colonias de leveduras foram analisadas
através da aplicagdo de filtros espaciais de erosao e
dilatacdo. Outra alternativa ao processo convencional
de inspe¢do dimensional do crescimento de colonias
foi também proposta por (MEMARIAN et al., 2007).
Este sistema de visio computacional apresenta
restricoes de uso devido a necessidade de um
software ndo comumente disponivel em laboratdrios
de biotecnologia, o software Matlab. Além disso,
a identificacdo de crescimento de coldnias era
realizada em recipientes retangulares com marcagdes
especiais. Na identificacdo da densidade de colonias
de Saccharomyces cerevisiae no trabalho de (LAWLESS
et al,, 2010) ocorre a localizagdo de microrganismos
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cultivados em agar sdlido, verificando o crescimento
do conjunto de colonias dispostas no formato
retangular. No trabalho publicado por (L1; waDso,
2011), o software Matlab também foi utilizado para
analisar o comportamento de crescimento de colonias
medindo a produgdo de calor do microrganismo
durante seu desenvolvimento. O algoritmo de
Watershed (ROBINSON et al., 1998) ¢ aplicado para
a determinacido do numero de células e deteccio de
borda morfoldgica para a avaliagdo do tamanho da
colonia. Na andlise de imagens de leveduras aplicando
algoritmo de Hough (vamAsHITA et al., 1993) uma
imagem microscopica digitalizada de leveduras é
analisada com base na transformac¢do de Hough, e as
células circulares sdo assim detectadas. (ZALEWSKI;
BUCHHOLZ, 1996) monitoraram o crescimento da
cultura de S. cerevisiae por meio de um programa
computacional escrito em linguagem de programagao
OCCAM 2. O algoritmo detecta variagdes de formato
nas coldnias na identificagdio do crescimento com
técnicas de erosdo e de dilatacdo. (BOTTIGLI et al,
2006) combinaram regides de interesse da imagem
com uma técnica baseada em rede neural artificial
para contar coldnias de células em placas de Petri.
(CARPENTER et al,, 2006) desenvolveram um cddigo
aberto,denominado CellProfiler, paraidentificaremedir
uma variedade de objetos bioldgicos em imagens por
meio de algoritmos de segmentagdo. Recentemente,
a utilizagdo de um classificador baseado em Support
Vector Machine detectou e separou aglomerados de
colonias para permitir a contagem e a distingdo de
diferentes espécies de colonias de bactérias (CHEN;
ZHANG, 2009). O efeito da autofluorescéncia também
foi explorado em imagens digitais para detectar o
surgimento de colonias em meio so6lido, geragdes que
antecedem sua detec¢do direta pelo olho humano
(LoNDON et al., 2010).

Apesar da exatiddo e da consisténcia dos resultados
demonstrados por essas propostas, o desempenho da
maioria dos sistemas automaticos é dependente de
uma plataforma fixa composta por uma camera de
video para a aquisi¢ao de imagens e um computador
pessoal (PC) para executar os algoritmos de analise

das imagens. Essa exigéncia contribui para restringir
o uso de tais métodos a laboratdrios de pesquisa ou
ambientes restritos.

O aumento da capacidade de processamento e de
armazenamento de dados, associados a integracao
de cameras de video de alta resolu¢ido aos modernos
telefones celulares de baixo custo, tém permitido
ampliar substancialmente o elenco de aplicacdes
desses  sofisticados  equipamentos  portateis.
Nesse sentido, este artigo propde a automagao do
monitoramento de coldnias de leveduras em placas
de Petri a partir da integracdo de hardware e de
software em uma unica plataforma. Para tanto, esta
proposta usou um aparelho celular Samsung modelo
Omnia WSGH-i677UG, 1,4 GHz, 512 MB (RAM) e

sistema operacional Windows Phone 7.5.

Com a presente proposta, pretende-se contribuir
para a reducdo da subjetividade do especialista no
monitoramento do crescimento de colonias e das
incertezas estatisticas, quando comparadas com a
técnica manual.

de
tenha

Embora a capacidade processamento

dessas plataformas moveis aumentado
varios algoritmos de processamento de imagem

PC
sdo computacionalmente onerosos para serem

originalmente desenvolvidos para ainda
executados em aparelhos celulares. Nesse contexto,
a otimizagdo de um algoritmo de processamento de
imagem para PC, de tal maneira que ele possa ser
executado em plataforma movel, representa outra

contribuigdo deste trabalho.

Diferente dos estagios de processamento digital
de imagens tradicionais, os quais demandam maior
custo computacional, esse trabalho baseia-se na
utilizacdo de técnicas de processamento digital
somente no dominio espacial da imagem. Como
resultado, o algoritmo implementado trabalha de
modo direto a morfologia matematica dos pixels em
imagens previamente convertidas para o dominio
binario.

O artigo ¢ organizado como segue: a Segdo 2
apresenta os procedimentos necessarios para a
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medida e a avaliacdo do crescimento das colonias. O
sistema de monitoramento proposto ¢ introduzido na
Secdo 3. A Se¢ao 4 apresenta o processamento digital
da imagem. Os resultados obtidos e discussodes estao

na Sec¢do 5, e a conclusdo na Se¢io 6.

Procedimento convencional de

monitoramento de colonias

Em
monitoramento de coldnias instaladas em placa de

um procedimento convencional, o

Petri ocorre pela identificagdo visual, i.e., a olho
nu, de uma ou mais coldnias. A verificagdo do

crescimento de colonias ¢é realizada pela medi¢ao
manual do didmetro dessas estruturas ao longo de
um periodo de incubagdo em estufa sob temperatura
controlada. Esse tipo de medicdo ¢ conduzido
por um técnico especialista que utiliza a escala
graduada de uma régua ou paquimetro (Figura 1).
Nesse procedimento ha uma incerteza associada a
operagdo do instrumento pelo técnico (BARAZZETTI;
scAloNI, 2009). Desta forma, o método convencional
de medicdo pode gerar diferentes valores entre
técnicos de laboratorios para a mesma regido das
colonias em uma placa de Petri. Esta inconsisténcia
demanda maior quantidade de repeticdes nas
medigdes convencionais para produzir resultados
mais exatos.

Figura 1. Medicao convencional de tamanho de colonia de microrganismos em
placa de Petri com uma (a) régua ¢ um (b) paquimetro.
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Sistema de monitoramento proposto

O sistema de visdo computacional proposto
neste trabalho para o monitoramento da evolucao
espacial de colonias numa placa de Petri € ilustrado
na Figura 2.

Figura 2. Diagrama em blocos do método proposto
para o monitoramento de coldnias instaladas em
placa de Petri.

ENTRADA
Placa de Petri

1

USUARIO

Selecdo da imagem

'

PROCESSAMENTO
DIGITAL DA IMAGEM
Identificagdo da regido

'

SAIDA
fndice percentual de
coldnias na placa de Petri
Fonte: Autor

A entrada do sistema corresponde a uma
placa de Petri, enquanto a aquisicdo da imagem ¢
desempenhada por uma camera fotografica digital
do aparelho celular posicionado sobre a placa.
O usuario seleciona a imagem da placa de Petri
diretamente na tela do telefone celular. A imagem
capturada é processada e analisada digitalmente para
a identificacao das colonias para, subsequentemente,
fornecer dados quantitativos da evolucdo dos
microrganismos. Finalmente, a saida do sistema
informa a porcentagem de ocupacao das colonias na
placa de Petri.

Comparado ao sistema convencional, a
metodologia proposta oferece a vantagem de
monitoramento da evolugdo espacial de colonias num
tempo menor, com auséncia de subjetividade das
medi¢des e minimizagdo dos erros de repetibilidade

de medi¢ao para obter valores com maior exatidao.

Entretanto, na obten¢@o das imagens, o método
proposto ¢ sensivel ao deslocamento lateral da
placa de Petri. Para eliminar essa influéncia, este

trabalho adotou uma base suporte existente em
um procedimento convencional para a contagem
manual de colonias (Figura 3). Esta base garante um
sistematico posicionamento da placa de Petri pelo
correto alinhamento da cadmera fotografica para a
obtencdo de imagens sucessivas. As caracteristicas
originais dessa base (guia da placa de Petri, retro
iluminacdo constante e lente) foram preservadas.

A distancia focal do sistema de aquisicdo da
imagem, ilustrado na Figura 3(b), ¢ determinada
pelos 150 mm de comprimento da base suporte.
Ensaios comparativos (dados nao mostrados) sob
diferentes distancias focais entre a placa de Petri e a
camera digital indicaram que distancias inferiores a
115 mm produzem distor¢des na imagem, enquanto
distancias focais superiores a 270 mm resultam na
auséncia de visualizacdo do inicio do surgimento de
colonias e erros de repetibilidade.

Em uma avalia¢do manual, um técnico verifica o
crescimento das coldnias e o seu tempo de incubacao,
sem considerar uma relacdo métrica na placa de
Petri. Apenas é considerada a diferenca de ocupagao
das coldnias nas placas de Petri observadas.

No sistema de aquisicdo de imagem ilustrado na
Figura 3 o conjunto inferior da base suporte € provido
de uma lampada para a retro iluminacdo da placa de
Petri, mantendo a luminosidade na regido inferior
controlada. O aquecimento proporcionado por esta
iluminagdo colabora para manter a temperatura
da placa de Petri proxima a temperatura da estufa
de incubagdo. No conjunto superior do sistema de
aquisicdo da imagem foi adicionado um tubo de
polietileno com aberturas para a camera fotografica
do celular e a placa de Petri. Este tubo de protecdo
¢ fixado ao suporte do aparelho celular para evitar
potenciais interferéncias originadas pela alteracdo da
luz ambiente ou surgimento de sombras ou reflexos
durante a etapa de captura da imagem.

Na necessidade de trocas sucessivas da placa
de Petri durante o periodo de incubagdo e o
correspondente monitoramento, o conjunto superior
do sistema de aquisi¢do (aparelho celular e tubo
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de protegdo) pode ser removido. No momento de
monitorar outra placa de Petri, a mesma deve ser
reposicionada sob o conjunto inferior da base suporte.
Neste contexto, o usudrio posiciona o conjunto

superior do sistema de aquisi¢do, alinhando-o
com a base suporte ¢ a placa de Petri (no fundo do
tubo de protegdo), a qual possui dimensdes fisicas

padronizadas.

Figura 3. Sistema de visdo proposto com o sistema de aquisicdo de imagem. (a)
Aparelho celular posicionado sobre uma placa de Petri na base suporte com o
tubo de protegdo da iluminagdo. (b) Detalhe da distancia focal entre a camera do
aparelho celular e a placa de Petri localizada no conjunto inferior do sistema de

aquisicdo da imagem.

Aparelho celular
posicionado sob o suporte
do conjunto superior de
aquisi¢ao da imagem

Placa de
Petri

Fonte: Autor

Conjunto inferior do

sistema de aquisicao Distancia focal
composto pela fixa
retro iluminagao (150 mm)

Tubo de
protecao
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Processamento digital da imagem

O processamento digital € realizado no dominio
espacial daimagem e atua diretamente na morfologia
dos elementos de imagem (pixels), conforme ilustra
a Figura 4.

Figura 4. Diagrama em blocos do processamento
digital da imagem no sistema de monitoramento
proposto.

ENTRADA
Imagem da placa de Petri

'

LEITURA DE IMAGEM
Matriz 0< f{x,y)<255

'

NORMALIZACAO DOS
NIVEIS DE CINZA

O<g(xy)=<1

'

BINARIZACAO
Matriz binaria A(x,y)

'

MEDICAO
Identificagdo e contagem dos
pixels da regido das colonias

'

SAIDA
Indice percentual de coldnias
na placa de Petri

Fonte: Autor

A entrada do processamento de imagem ¢
definida pela imagem real da placa de Petri com
didmetro fisico util de 88 mm. Na sequéncia, a
imagem original em formato JPEG ¢ convertida em
uma matriz de niveis de cinza, f{x,y), sendo que x e
y representam, respectivamente, as coordenadas da
linha e da coluna de cada posi¢ao do pixel. O bloco
de normaliza¢do de niveis de cinza transforma
estes valores, originalmente compreendidos entre
0 e 255, para um intervalo entre 0 e 1.

(x.7) = S(x,p)
8 T max(fxyy

sendo:

f(x,y): o valor da intensidade original

(0< f(x,y)<255); max(f(x,»)): 0 maior valor da matriz

f(x.»); g(x,y): amatriz resultante (0< g(x,y)<1).

Este procedimento prepara a matriz normalizada
para o processo de obten¢ao de uma versao binaria,
h(x,y), da imagem original,
2002):

(GONZALEZ; WOODS,

1 sef(x,y)>L,
h(x,y) = Jeon) )
0 se f(x,y)<L

O valor do limiar L ¢ definido pelo usuario no
aparelho celular em razao de possiveis diferencas
na tonalidade do agar utilizado na placa de Petri e
no contraste com o tipo de microrganismo formador
de coldnia. O limiar a ser escolhido ¢ aquele que
identifica precisamente o inicio do surgimento das

colonias no sistema proposto.

A quantificag@o de grupos de pixels brancos que
representam coldnias de microrganismos ocorre no

bloco de medigdo, descrito pela equagao (3):
N M
0=>> h(n,m) 3)

sendo que N e M representam, respectivamente,
a quantidade de linhas e colunas na imagem e Q
a quantidade dos pixels de interesse contidos na

imagem.

Finalmente, o percentual de ocupagdo das
colonias ¢ determinado pela razdo entre as
quantidades totais de pixels brancos e de pixels
pretos na imagem binaria. Esta informacdo ¢
exibida diretamente para o usudrio na tela do
aparelho celular. Neste contexto, a diferenca
entre as taxas de ocupacdo subsequentes indica a

evolucdo espacial das coldnias de microrganismos.
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Resultados e discussoes

Uma imagem representativa (2560 x 1920
pixels) de uma placa de Petri incubada com colonias
de leveduras Saccharomyces cerevisiae ¢ mostrada

na Figura 5.

Figura 5. (a) Imagem representativa de coldnias
de S. cerevisiae incubadas em uma placa de Petri.
Imagem em escala de cinza com 256 niveis. (b)
Versao bindria da imagem original.

Fonte: Autor

Os ensaios experimentais determinaram a
ocupacdo percentual de colonias em placas de
Petri preparadas com d4gar e incubadas com
diferentes concentracdes de leveduras obtidas por
meio de diferentes fatores de diluigoes em agua: 10,
105,10, 10 ¢ 10-2. O monitoramento das coldnias
em placa de Petri ocorreu durante um periodo
de 38 h de incubagdo em estufa a temperatura
controlada de 33,2°C. Para cada ensaio, os dados
experimentais foram determinados pela média de

quatro medigoes.

A Figura 6 ilustra as taxas de crescimento de
coldnias a partir do instante que as mesmas se
tornaram visiveis ao sistema optico do aparelho
celular. Para todos os fatores de diluicdo as
medi¢oes desempenhadas pelo sistema proposto
indicaram que o crescimento das colonias de

leveduras cessou a partir do instante 33 h.

Figura 6. Ocupacdo proporcional das colonias
em cada placa de Petri determinada pelo sistema
proposto sob diferentes fatores de diluicdo em agua
de solucdes de S. cerevisiae.
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Fonte: Autor

As subsequentes comparagdes adotaram o
fator de dilui¢do de 10 pelo fato deste resultar
uma melhor observagao visual das colonias e
também por facilitar as medi¢des pelo método
convencional. E oportuno mencionar que o

r

método proposto é adequado para os demais
fatores de diluicdo considerados neste trabalho,
uma vez que ele ndo depende da quantidade e da

taxa de ocupagdo das coldnias.

As imagens capturadas pelo sistema proposto
foram submetidas a um teste comparativo
envolvendo processamento digital de imagem
(off-line) conduzido em um computador pessoal.
Para tanto, utilizou-se o software Matlab com
toolbox de processamento de imagens e algoritmo
de contagem de objetos. O mesmo limiar de
binarizagdo adotado no sistema proposto foi
selecionado para a comparagao. O resultado

desta comparagao ¢ ilustrado na Figura 7.
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Figura 7. Comparag@o de medi¢@o entre o método
proposto e o processamento de imagem em
computador pessoal (MATLAB) para um fator de
diluigdo em agua de 10*.

14

—a— Método Proposto

12 A

—— Processamento das /

imagens em PC
10

8 i

Ocupagéo das colonias na placade Petri (%)

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T
1234567 8 91011121314151617181920
Quantidade de medigdes na placa de Petri

Fonte: Autor

Para propositos praticos, as medi¢des obtidas
pelo método proposto coincidem com os valores
determinados pelo algoritmo implementado
em PC. Especificamente, as diferencas entre os
valores de cada método estdo abaixo de 0,9 %.

A partir da visualizagdo do inicio do
surgimento das colonias, medigdes convencionais
foram realizadas por dois técnicos usando
uma escala graduada (régua) com resolugao
de 0,5 mm. A dificuldade de visualizagdo no
momento das leituras associada a essa baixa
resolugdo contribuiram para uma baixa precisdao
nas medi¢des. Para minimizar erros de leitura,
cada técnico realizou duas medi¢cdes com um
paquimetro digital (resolugcdo de 0,01 mm) e o
valor médio dessas leituras foi adotado como
referéncia de comparacdo contra o método
proposto. Alteracdes de tamanho fisico dessa
ordem de grandeza ndo sdo perceptiveis pela
medi¢do convencional, pois o crescimento de
colonias muitas vezes nao ¢ uniforme e tampouco
evoluiu de forma espacialmente organizada. Em
contrapartida, o método proposto é capaz de

registrar alteragcdes morfologicas, incluindo a

excentricidade nas coldnias, a qual o método de
medi¢do convencional ndo é capaz de detectar. Os
mesmos técnicos que realizaram o monitoramento
usando o método convencional utilizaram o
sistema proposto nas mesmas condi¢des e placa
de Petri.

No método proposto, os 1920 pixels horizontais
da camera digital utilizada para registrar o
diametro de 88 mm da placa de Petri corresponde
a uma resolugdo optica aproximada de 0,046 mm.

A Figura 8 mostra as telas reais do aparelho
celular do sistema proposto em um exemplo de
medicdo.

Figura 8. Processamento de uma imagem no
aparelho celular com o sistema Windows Phone: (a)
Selecao do aplicativo; (b) Definicdo do limiar para
o processamento da imagem; (c) Processamento
(monitoramento) da imagem; (d) Imagem binaria da
placa de Petri e a ocupagdo percentual das colonias.

Avaliagdo de crescimento de colnias de
microrganismos incubados em placas de Petri

Colbnias

Avaliaio de crescimento de colénias de
microrganismos incubados em placas de Petri

Resultado

Avaliagdo de crescimento de colonias de
microrganismos incubados em placas de Petri

Colbnias

Total Pixels

Pixels Branco

% Branco / Preto 16,421 %

Fonte: Autor
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A Figura 8(d) mostra uma imagem experimental
contendo, respectivamente, 307200 e 50445 pixels
pretos e brancos. Estes valores correspondem a
uma ocupacao de 16,42% pelas colonias, i.e. pixels
brancos. Se a area sob analise fosse unicamente
delimitada pela borda circular do disco de Petri,
uma inspecao visual na Figura 8(c) poderia indicar
um indice de ocupacdo muito superior ao valor
calculado. No entanto, verificou-se que os pixels
pretos localizados na regido definida pelo exterior
do perimetro circular do disco de Petri e o interior
do retangulo tracejado da Figura 8(c), por exemplo,
correspondem ao interior do tubo de protegdo
posicionado entre a camera fotografica e o disco
de Petri (Figura 3b). Neste contexto, a superior
quantidade de pixels pretos em uma ordem de
magnitude contribuiu para a reduzida estimativa da
taxa de ocupacdo das colonias. Embora seja dificil
estabelecer uma correlacdo direta entre a estimativa
numérica e a informacdo visual da Figura 8(c),
por exemplo, a medida da taxa de evolug¢do dos
microrganismos, determinada pela diferenca entre
imagens subsequentes, ndo ¢ afetada pelo registro
dos pixels pretos produzidos pelo tubo de protecao.

Uma andlise comparativa entre os diferentes
métodos de medi¢do adotados neste trabalho ¢
ilustrada na Figura 9. A mesma placa de Petri foi
selecionada em todas as medigdes, independente
do método de medigao. Na comparagdo de medi¢ao
os valores obtidos pelo método proposto foram
coletados, processados e exibidos ao usuario
diretamente na tela do aparelho celular.

Devido as diferengas significativas entre as
medigOes pela escala graduada, os valores médios
das medi¢des obtidas com o paquimetro digital
foram adotados como referéncia no método

convencional.

No total, o procedimento experimental observou
37 colonias de leveduras durante todo o periodo de
incubagao.

Para cada ponto experimental foram realizadas
quatro medigdes, tanto para o método proposto
quanto para o método convencional com o

paquimetro digital. Ao longo do intervalo de

observagdo foi possivel detectar diferencas
percentuais significativas nas dimensdes fisicas
das colonias. Diferente da técnica convencional, a
qual demanda anota¢des manuais dos respectivos
valores e calculos extras, o método proposto
apresentou a taxa de ocupagdo das colonias a
medida que as imagens eram capturadas. Variacdes
(erros de repetibilidade) de medicdo foram de
14% a 33% para a régua, de 3,7% a 5,9 % para o
paquimetro (Figura 9) ¢ 0,16 % a 0,23% para o
método proposto (Figura 10). A resolugdo de 0,5
mm da escala graduada, associada a dificuldade
de visualizacdo, contribuiu para produzir medidas
com maiores erros. O paquimetro digital, por sua
vez, apresentou leituras diretamente no mostrador
do instrumento, com a desvantagem da necessidade
de realizar o posicionamento manual sobre a placa
de Petri. Outro inconveniente do método manual ¢ o
tempo demandado nas sucessivas identificagdes das
colonias previamente monitoradas sobre a regido
externa da placa de Petri, necessarias para evitar

repeticOes desnecessarias de medidas.

Para manter a identificacdo regular dos pixels
durante os testes comparativos, a aquisicao das
imagens no sistema proposto foi conduzida a mesma
distancia focal de 150 mm. O alinhamento entre
a placa de Petri em relacdo a camera do aparelho
celular também foi mantido inalterado.

Figura 9. Comparagao entre o método proposto, método
convencional com uma escala graduada e paquimetro
digital para um fator de dilui¢do igual a 10™.
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Figura 10. Comparacdo do erro de repetibilidade
entre as medi¢cdes pelos métodos proposto e
convencional em colonias de Saccharomyces
cerevisiae.
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A comparagao na Figura 10 mostra que o erro
de repetibilidade para o paquimetro digital superou
aquele do da medi¢ao automatica, independente da
quantidade de medicdes realizadas. Em particular,
esses erros foram maiores proximos a fase
exponencial de crescimento das colonias, na qual as
dimensdes medidas das colonias se aproximam da
resolucao do paquimetro digital. Em contrapartida,
o erro produzido pelo método proposto se manteve
baixo e praticamente constante para baixas e altas
quantidades de pixels que representam as fases de
crescimento das colonias.

Uma avaliagdo do desempenho do método
proposto (Figura 11) demonstra que foram
necessarios 9 s para capturar e processar umaimagem
contendo 37 colonias incubadas em uma placa de
Petri, contra uma média de 271 s para o método
convencional (paquimetro digital). Essas duragdes
correspondem a 80 medi¢des coletadas sob a mesma
placa de Petri. Observa-se que o tempo demandado

pelo método manual é diretamente proporcional a

quantidade de coldnias sob investigagdo. Embora o
aumento da area de coldnias na placa de Petri seja
considerado um fator de desempenho num contexto
de avaliacao do comportamento de microrganismos,
a quantidade de coldnias foi aqui utilizada apenas
para os propositos de comparacao de rapidez entre
os métodos avaliados.

Figura 11. Comparagdo do tempo de medicao pelos
métodos proposto e convencional (paquimetro

digital).
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O uso de um paquimetro digital demandou mais
tempo na obten¢do da medicao devido a necessidade
de se realizar duas medic¢des sucessivas e posterior
registro dos valores e calculos manuais. Cada
técnico realizou duas medigdes para cada colonia
para obter a correspondente média de referéncia
para cada fase de evolugdo das colonias.

A comparagdo de erro de repetibilidade em
relagio ao tamanho das colonias observadas
¢ ilustrada na Figura 12. Nota-se que os erros
apresentados pelo paquimetro digital superam
aqueles obtidos pelo método proposto e sao maiores
para menores tamanhos fisicos de colonias.
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Figura 12. Comparagdo de erro de repetibilidade
entre os métodos proposto e convencional
(paquimetro digital) em relagdo as dimensdes fisicas
das colonias.
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Os resultados da Figura 12 indicam que, a
medida que as colonias aumentaram em até 3,5
mm em tamanho fisico, menores sdo 0s erros
registrados pelo método de medi¢do convencional.
Este comportamento ocorreu em razdo da maior
facilidade na visualizagdo das coldnias ao longo da
sua curva de crescimento. Para esses casos, o erro
de repetibilidade das medigdes pelo método manual
reduziu de 5,9 % para 3,7 % entre a 1* e a 80°
medigdo. Em contrapartida, o erro de repetibilidade
exibido pelo método proposto sofreu pequenas
variagdes, atingindo uma imprecisdo maxima de
0,23%.

Conclusio
Os resultados experimentais preliminares
aqui apresentados demonstraram que um

método baseado em analise de imagem para o
monitoramento da taxa de crescimento de colonias
de leveduras superou a técnica convencional sob
diversos aspectos praticos.

A plataforma moével produziu resultados
mais exatos e consistentes num menor tempo

de medicdo, independente da quantidade e do

tamanho fisico das col6nias sob observagao.

Além disso, o uso de uma plataforma movel
com a base suporte portatil (leve e pequena)
oferece a vantagem adicional da mobilidade,
especialmente interessante quando diferentes
analises devem ser conduzidas em diferentes
ambientes. Adicionalmente, a medida da taxa de
ocupacdo das colonias ¢ exibida diretamente na tela
do equipamento movel a medida que as imagens
sdo capturadas e processadas, diferentemente do
método convencional que demanda anotacdes e
calculos manuais para a obtengdo de estimativas

de menor significancia estatistica.

Em relacdo a andlise de imagens utilizando
computador pessoal e software Matlab, a proposta
automatica de (MEMARIAN et al., 2007) identificou o
crescimento de colonias de S. cerevisiae 64 vezes
mais rapido que o seu método convencional. O
método proposto no presente trabalho demonstrou
ser no minimo 27 vezes mais rapido que o método
de medicdo manual considerado, sem a exigéncia
de experiéncia em metrologia dimensional. De
fato, os técnicos que conduziram as medigdes
experimentais receberam apenas orientacdes sobre
o manuseio do sistema de aquisicdo de imagem ¢ o
uso do aplicativo no aparelho celular.

Em melhorias futuras pretende-se desenvolver
um banco de dados para o sistema proposto
composto por diferentes limiares de segmentagao.
Neste contexto, o usudrio poderda escolher um
valor definido previamente, de acordo com o
microrganismo e o substrato na placa de Petri.
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