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Uso de Metodologia Simples por
Analise de Imagens para
Acompanhamento da Proliferacao
de Fungos em Frutos Fatiados

Odilio B. Garrido Assis’
Sandra Protter Gouvéa?
Douglas de Britto?®

Resumo

Neste trabalho apresentamos uma metodologia bastante simples, fazendo uso
de um sistema comercial de captura de imagens, composto de um scanner de
mesa que combinado a um programa livre (freeware) de analise de imagens,
permite estabelecer qualitativa e quantitativamente a evolucao da infestacado por
fungos (Penicillinum sp) sobre frutos fatiados, sendo aqui avaliadas macas como
exemplo. As imagens foram geradas duas vezes ao dia e transformadas em
arquivo bindrio para quantificacdo. A quitosana, um polissacarideo com acéao
fungicida, foi empregado na forma de uma pelicula invisivel permitindo assim
andlises comparativas. O método, embora extremamente simples, mostrou-se
atil sendo indicado para avaliagcao e prevencao de contaminacao de
microorganismos em frutos minimamente processados.

Termos para indexacdo: Pés-colheita; analise de imagens; qualidade de
minimamente processados, crescimento de fungos; quitosana
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A Simple Image Analysis
Technique for Fungi Growth
Assessment on Cut Fruits

Odilio B. Garrido Assis
Sandra Protter Gouvéa
Douglas de Britto

Abstract

In this work a simple image capture system comprising a commercial desktop
scanner combined with free image analysis software was used to evaluate the
evolution of fruit decay by fungi (Penicillinum sp) infestation cut apple surfaces.
The images were acquired twice a day and transformed in binary archive for
quantitative analysis. The natural antifungal polysaccharide chitosan was used
as a protective coating aiming at reducing the microorganism proliferation and
allowing comparison between results for a set of samples. The main objective of
this work was, however, to set a simple methodology based on non-expensive
apparatus, useful for qualitative and preventive surveying of microorganism
contamination on lightly processed fruits.

Index terms: Post-havest ; image analysis; minimally processed fruits quality;
fungi growth; chitosan.
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Introducao

Segundo Barbosa-Cénovas et al. (2003), frutos e vegetais minimamente
processados tem experimentado um crescimento significativo nos ultimos anos.
Embora o maior mercado em expans&o seja o da China; a india e a América
Latina apresentam igualmente demandas expressivas. Em particular o segmento
de frutos frescos fatiados é o que mais cresce. Nos EUA este mercado ja bem
estabelecido e cresce a taxas de 15% ao ano (GORNY, 2005), com uma oferta
de itens que chegam a 549 variedades de frutos e legumes processados ou de
suas combinacdes (GLASER e THOMPSON, 2001). Na realidade a tendéncia de
compra de produtos higienizados e prontos para o consumo é mundial, com
potenciais gerais de crescimento da ordem de 30% ao ano (CARDWELL, 2005).

Os produtos minimamente processados, contudo, apresentam uma série de
problemas. Durante descascamento, cortes ou mesmo transportes, injurias sao
introduzidas nos tecidos e estes passam a se degradar mais rapidamente que os
tecidos intactos. Assim, a qualidade das frutas armazenadas nessas condi¢Ges
requer um monitoramento constante, sendo este conduzido ou por métodos
sensoriais ou diretamente (e evidentemente mais precisos) por anélises
quimicas. O uso de métodos sensoriais como a inspecado visual tem a vantagem
de ser ndo-invasiva, embora métodos precisos de quantificacdo por imagens
ainda sejam complexos e passiveis de erros de interpretacao.

Para frutos in natura, nao processados, na literatura encontra-se uma série de
processos de classificacdo baseados em anélise de imagens, com precisdes de
variam de 60% (KLEYNEN et al., 2005) a 95% (UNAY e GOSSELIN, 2002). Em
produtos cortados e processados, contudo, poucos estudos sao apresentados.
Nestes o escurecimento natural do pericarpo, seja por desidratacdo ou por
reacdes enzimaticas, associado a contaminacao por bactérias e fungos sao as
principais caracteristicas de deterioracdo. Algumas metodologias, tendo por
base a geometria fractal, tém sido propostas (COX et al., 1998; McINTYRE et
al., 2001), mas estas sdo complexas e tém se mostrado eficientes
principalmente com respeito a uma descricao das informacdes vinculadas a
morfologia e fisiologia, muitas vezes ndo provendo uma informacao rapida e util
ao controle de qualidade.

Neste trabalho, apresentamos uma metodologia simples para a analise do
crescimento de col6nia de fungos fazendo uso de um scanner comercial
convencional e de um programa livre (freeware) de analise de imagens. Essa
metodologia de baixa precisao, pode ser facilmente empregada para anélise
rapida e qualitativa em produtos com pericarpos claros, como por exemplo:
péras, péssegos, melao, manga, goiabas, etc. Para validar o método
empregamos aqui macas cortadas que foram intencionalmente contaminadas
com Penicillinum sp.
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Conceitos Basicos de Andlise de Imagens

Os principios basicos de geracao e andlises de imagens tém sido
extensivamente cobertos pela literatura, sendo uma boa revisédo o trabalho
apresentado por Brown, (1992). Em termos genéricos uma cor é definida por
seu hue (H), saturacéo (S) e intensidade (l), algumas vezes sendo esta
designada como “value”. A hue estd associada ao comprimento de onda
dominante da luz capturada. A saturacao é assumida como inversamente
proporcional a quantidade de luz branca associada a hue, e a intensidade pode
ser depreendida como a radiédncia média de uma &rea relativamente pequena
dentro do cenério capturado. No processo de digitalizacdo, tons analdgicos
continuos sao divididos em valores individuais de brilhos. Assim uma imagem
assume uma representacdao numérica matricial de intensidade, que é a menor
unidade gréafica e que s6 pode assumir uma Unica cor por vez, comumente
referida como elemento de imagens ou pixel. Apds a obtencdo das imagens em
uma distribuicao bi-dimensional, niveis de brilhos em posicdes especificas de
uma imagem analégica sao registradas e subseqiientemente convertidas. A
imagem resultante é assim um arranjo retangular de pixels.

A resolucao espacial de uma imagem digitalizada é resultante da sensibilidade
do dispositivo de captura (grabber). Os grabbers normalmente geram imagens
com 586 linhas de 756 pixels. Para o padrdao monocromatico, a intensidade de
padrdo de captura é a transformacao de 8-bits, o que corresponde a 256 tons
de cinza, ou de brilhos, que vao do preto absoluto (0) ao branco (255).
Normalmente a imagem apds o processo de digitalizacdo sofre um tratamento
(threshold) reduzindo diferencas de tons, limitando o total de informacéo contida
na imagem, o que possibilita um foco em caracteristicas chaves. O resultado é
uma imagem binaria contendo apenas a silhueta dos objetos de interesse (para
estes o valor do pixel é assumido como 1 e o fundo colocado como 0). A
anélise de imagens binarizadas tem sido uma ferramenta Util na identificacdo de
diversos meios em ciéncias.

Contaminacao de Macas por Fungos

De acordo com Pepeljnjak et al. (2002), a principal ocorréncia de infestacao por
fungos em macas se da pelo microorganismo Penicillium expansum. O
Penicillium expansum nao apenas causa uma degradacéo sistematica do fruto,
mas igualmente produz a micotoxina patulina, que mesmo em pequenos niveis
gera alteracbes no sabor. Os fungos do género Penicillium sdo considerados
necréfagos e parasitarios, ou seja, a infestacdo ocorre facilmente e se propaga
através de lesdes e ferimentos nos tecidos biolégicos (CAPPELLINI et al., 1987).
Poucas diferencas sao encontradas entre as diversas espécies de Penicillium
(AMIRI e BOMPEIX, 2005). De uma forma geral, apés um curto periodo de
incubacao, os fungos tornam-se visiveis principalmente através dos ferimentos,
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sépalas e caule. Embora a temperatura 6tima para o crescimento do Penicillium
sp. Seja em torno de 25°C, esporos podem infectar magcas mesmo em baixas
temperaturas e germinar durante armazenagem em temperaturas baixas como a
0°C (PEPELJUNJAK et al., 2002).

Uma das principais caracteristicas dos fungos é a producao de filamentos
tubulares longos, chamadas de hifas, que crescem em um processo apical. As
colbnias terdo assim uma estrutura de rede (micélio), em padrdes facilmente
identificaveis opticamente (COX et al., 1998).

Escurecimento por Oxidacdao ou por Acao Enzimatica

A cor é um fator primordial na determinacédo da qualidade de frutos, seja in
natura e principalmente dos processados. Diversos fatores ocorrem isolados ou
simultaneamente causando alteracdes de cor nos tecidos biolégicos. Estas
alteracoes podem se dar através de reacoes de origem enzimaticas ou nao-
enzimaticas. Normalmente, o escurecimento de frutos ocorre em resposta a
injurias fisicas e fisioldégicas (impactos, abrasdes, chilling, fatiamento, excesso
de CO,, etc.) e devido a oxidacado de fendlicos (substancias que apresentam um
anel aromatico com no minimo um grupo hidroxilico). As acdes enzimaticas se
dao principalmente pela atividade da peroxidase (POX) e da polifenoloxidase
(PFO) que atuam sobre uma variedade de substratos, que além dos fendlicos,
tem acao sobre as aminas aromaticas, os naftdis e os metoxibenzenos,
promovendo um colapso celular, que na presenca do oxigénio gera o surgimento
de substancias coloridas em sua maioria em tons escuros (VILAS BOAS, 2000;
CARNEIRO et al., 2003). Em condicdes adequadas, a velocidade de reacao
medida é proporcional a quantidade de enzima presente no extrato (MARSHALL
et al., 2004). O escurecimento por oxidacao por sua vez é um fendmeno
decorrente da polimerizacao oxidativa das quinonas (BINDSCHEDLER et al.,
2002).

Em ambos os casos, além de perdas na qualidade visual, as reacdes podem
levar a uma perda de valor nutricional e afetar o sabor e o aroma,
principalmente as decorrentes de acdes enziméaticas (MARSHALL et al., 2004).

Quitosana Antifiingica

O polissacarideo quitosana e seus derivados tém sido amplamente estudados e
propostos como um material de grande potencial para aplicagcdes como
revestimentos protetores em alimentos (SHAHIDI et al., 1999). A quitosana é
um polimero natural obtido a partir da desacetilacao da quitina, fartamente
encontrada na natureza. Sua estrutura bdasica sao unidades repetitivas de beta
(1-4) 2-amino-2-deoxi-D-glucose (ou D-glucosamina) similar a estrutura da
celulose.
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A quitosana tem sido caracterizada como um excelente agente antimicrobiano,
principalmente contra bactérias e fungos além de estimulador de formacao de
recuperacao de tecidos injuriados (NO et al., 2002). As propriedades
fungistéaticas da quitosana sao igualmente relacionadas com sua habilidade de
induzir alterag6es morfolégicas nas paredes celulares dos microorganismos
(DEVLIEGHERE et al., 2004).

Como a quitosana forma um filme extremamente fino e transparente, este
material foi empregado para o estabelecimento de dois conjuntos de amostras:
uma de frutos cortadas e supostamente protegidos pelo revestimento por
quitosana e outro conjunto com amostras nao revestidas e naturalmente
expostas a proliferacao fingica. Em ambos os lotes, a técnica de andlise de
imagens foi empregada avaliando a &rea infectada, com o objetivo de validar a
técnica proposta.

Materiais e Métodos

Revestimento com quitosana

A quitosana empregada é de origem comercial, extraida de carcaca de camardes
e fabricada pela Polymar, CE. O material em sua forma original é flocoso,
ligeiramente amarelado e de média massa molar, com aproximadamente 60%
ou mais de unidades desacetiladas. Inicialmente foi preparado um gel precursor
pela dissolucdo em 100 mL de dgua destilada sob agitacdo magnética na
temperatura ambiente. Acido acético (0,5 M) foi continuamente adicionado para
ajuste do pH a aproximadamente 5,0. A solucéao final, com 2% em peso de
quitosana foi agitada brandamente até completa homogeneizacado (em torno de
2 horas).

Macas da cultivar Gala (Malus domestica) foram adquiridas em supermercados,
fatiadas ao meio e separadas em 2 lotes com 20 amostras cada. O primeiro lote
foi revestido com quitosana pela direta imersédo dos frutos e secos ao ar apds o
escorrimento do excesso de gel. O segundo lote ndo foi submetido a nenhum
procedimento de protecdo. A Fig. 1 ilustra a seqliéncia de deposicao.

14



Uso de Metodologia Simples por Andalise de Imagens para
Acompanhamento da Proliferacdo de Fungos em Frutos Fatiados

Pesagem da
quitosana

Adicao de agua
(Destilada ou deionizada)

agitacao

Ajuste de pH

agitacao

Homogeinizacéo | Preparacéo
| do gel
a

Imersao controlada
das frutas

A

de gel

A

Secagem

| I
| I
| I
| I
| I
: Escoamento de excesso |
' :
| I
| I
: exponténea Deposicdo |

Fig. 1 Seqléncia de preparacao da solucado antifungica de quitosana e
procedimento de revestimento dos frutos.
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Preparacéo do in6culo

As amostras, revestidas e nado revestidas, foram acondicionadas dentro de uma
camara climatizada (25 0.5°C), na qual placas de petri (9 cm de diametro)
contendo culturas de Penicillium sp. foram dispostas em posicoes equidistantes
das frutas, com o objetivo de favorecer a inoculacdo espontanea através da
contaminacao ambiente. Os fungos foram originalmente isolados de macas
contaminadas e as culturas preparadas em Agar dextrose (PDA) em pH 5,5
segundo procedimentos descritos por Zhang e Han (2003).

Captura das Imagens

Imagens das faces cortadas foram obtidas por varredura fazendo uso de
scanner comercial (HP ScanJet 4C). Cada amostra foi escaneada duas vezes ao
dia ao longo de 10 dias. Na captura das imagens, o tamanho original foi
ampliado em 250%, para uma resolucao de 512 por 512 pixels, em tons de
cinza de 0 a 255. As imagens foram sequencialmente armazenadas
possibilitando o acompanhamento visual e quantitativo através da amostragem
da evolucao do escurecimento nas superficies escaneadas, assumidas como
proporcional ao crescimento das col6nias de fungos.

Para tal avaliacdo, as imagens foram diretamente transportadas para o programa
de andlise de imagem e transformadas em arquivos bindrios (thresholded) para a
remocdo de artefatos e demais tonalidades que nao sdo consideradas nas
medidas. O crescimento foi assim considerado como bi-dimensional. O
programa empregado foi o software livre Image Tool v.3 desenvolvido pela
Universidade do Texas Health Science Center, UTHSCSA e disponivel para
download em http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html. A Fig. 2 apresenta
aspecto da interface do programa Image Tool v. 03.

O escurecimento natural que ocorre nas superficies de macas fatiadas,
claramente assume padrdes e tons distintos, sendo facilmente identificaveis e
nao considerados pelo menos nos primeiros 5-6 dias de observacédo. As col6nias
de fungos, por sua vez, se dispdem em uma estrutura de arranjos cilindricos e
claramente organizadas em redes freqiientemente em padrdes simétricos. Para
interpretacdes mais confidveis, contudo, o thresholding foi calibrado
manualmente, sendo adotado neste trabalho o nivel de cinza em 130 para todas
as imagens capturadas. A éarea infectada é entdo isolada e automaticamente
estimada pela contagem de pixels e numericamente comparada com os valores
precedentes. Ao longo do tempo de guarda e analise, o escurecimento natural
(enziméatico e oxidativo) torna-se mais intenso dificultando, a cada dia, uma
perfeita distincao entre este escurecimento e a area infectada por fungos.
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Image Toal

4

Fig. 2 Interface do programa de andlise de imagens empregado (Image Tool v.
03) exemplificando a captura e tratamento de imagem.

Resultados e Discusséao
Evolucdo da Contaminacdo por Fungos

A Fig. 3 exemplifica o procedimento de captura e tratamento de imagem em
uma amostra contaminada e ndo revestida apés 6 dias de exposicdo. O
tratamento binario (threshold) possibilita a selecdo de intervalos de tons,
separando assim os objetos sobre consideracao do fundo geral da imagem, o
que permite a proporcional avaliacdo da area infectada.

Como comentado anteriormente, os fungos sdao microorganismos filamentosos
que crescem em estruturas celulares tubulares, que se estendem por uma
vesicula em um processo de crescimento do tipo apical. As coldnias ja
estabelecidas sado caracterizadas por agrupamentos de hifas altamente
entrelacadas e com densas massas. De acordo com Cox et al. (1998), a
estrutura geral desses filamentos é constituida por um corpo vegetativo denso
chamado talo ou soma, tornando-se menos denso e composto de finos
filamentos unicelulares nas regides mais externas. As hifas geralmente formam
uma rede microscopica junto ao substrato (fonte de alimento), chamada micélio,
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por onde o alimento é absorvido. De um modo geral este padrao permite uma
facil inspecao visual o que possibilita um acompanhamento localizado de sua
evolucao.

Fig. 3. Exemplo ilustrativo da captura e tratamento de imagem da superficie
fatiada de uma maca contaminada. Apds a superficie de interesse ser
escaneada, a imagem é gravada digitalmente e acessada diretamente pelo
programa de andlise (a). Os padrdes caracteristicos da infestacédo flungica sao
reconhecidos e isolados (b), e a area proporcional, apdés binarizacao (threshold)
é removida e automaticamente calculada (c). Neste exemplo a area infectada
corresponde a 27,25 % da érea total da superficie fatiada da maca.
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Neste sentido, os resultados indicam, como esperado, que as faces nao
protegidas por quitosana (fungicida natural), apresentam um crescimento e
proliferacdo consideravelmente maior com o tempo que as amostras similares
revestidas, conforme pode ser constato pela Fig. 4. Para esta analise, foram
consideradas contaminadas as superficies que apresentavam uma area igual ou
superior a 10% da total, com os padrées de fungos. Apés 10 dias de registro
de imagens é possivel afirmar que 90% das amostras nao revestidas estavam
contaminadas comparadas a 40% das cobertas com filme de quitosana.

20+ [Jamastras ndo revestidas
18 [Jamaostras revestidas com quitosana

16
14
10

g

L

1 8 9 10

Amaostiras Contaminadas

Lias

Fig. 4. Evolucdo do nimero de amostras infectadas ao longo de 10 dias de
armazenamento em condicdes ndo controladas, de um total de 20 amostras em
cada condicao (revestidas e nao revestidas com quitosana). Valores obtidos a
partir das analises de imagens segundo procedimento descrito.

Consideracdes sobre a metodologia proposta

No procedimento experimental adotado, o programa de andlise processa
automaticamente a contagem dos pixels correspondente a area selecionada. Por
comparacdo simples ao longo do tempo é possivel estabelecer a tendéncia de
proliferacao que diretamente corresponde a cinética de crescimento dos fungos
no meio inoculado, neste caso, no pericarpo das macas.

As areas contaminadas medidas estdo apresentadas na Fig. 5. Assim como no
numero de amostras, as superficies recobertas por quitosana apresentaram uma
menor area infectada, indicando uma reducao da proliferacdao do Penicillinum sp,
principalmente ao longo dos 1-4 dias de exposicéo.
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Os perfis dessas curvas definem claramente o padrado cinético de crescimentos
encontrados para microorganismos, ou seja, constituintes de uma regiao lag, um
regido de crescimento exponencial e uma fase estacionaria, em plena
concordancia com os dados apresentados na literatura (veja como comparacéao
as cinéticas apresentadas por Viniegra-Gonzalez et al. (1993) e Olsson (2002).
Esses dados ainda sdo numericamente proximos daqueles reportados através de
andlises quimicas convencionais como os resultados apresentados por Leibinger
et al. (1997), Kozlovsky et al. (2003) e por McKellar e Lu (2003).

Usualmente, as metodologias para a determinacao de intensidade de
contaminacdo fungica em alimentos e produtos pds-colheita sdo conduzidas por
determinagdes quantitativas das micotoxinas, em particular da patulina. A
patulina é uma toxina resultante da atividade do Penicillinum and Aspergillus
sendo determinada de maneira essencialmente invasiva: a patulina é extraida
através da acado de agentes polares como acetona ou etil acetatos e entao
acidificada. As toxinas sdo recuperadas com cloroférmio e as intensidades
detectadas por técnica de cromatografia liquida (HPLC) (IHA e SABINO, 2006).
Tal procedimento, embora mais preciso, impossibilita seguir o crescimento
microbiano em uma Unica amostra.
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Fig. 5 Proporcdo de area infectada nas superficies fatiadas em funcao do
tempo de exposicdo, segundo dados obtidos por andlise de imagens. A barra de
erros representa o desvio padrdo calculado sobre 20 imagens adquiridas para
cada condicéo.
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Deve ser observado que o célculo de area por contagem de pixels ndo é um
procedimento livre de erros. Considerando a transformacéao binéria da imagem,
informacdes sao perdidas neste processo e a presenca de bordas e classificacdo
errdnea de padroes de pixel podem ocorrer. A contagem de pixel é uma
classificacao automatica e a area resultante é calculada independentemente do
formato real do objeto focado, ou seja, a area estimada é baseada em um
numero finito de pixels e deve, indubitavelmente, estar sub ou sobre-estimada
considerando que pontos diversos escapam do calculo (VAN VLIET et al.,
2004).

Com respeito ao escurecimento natural, seja por oxidacdo ou por agao
enzimatica, nos primeiros 5-6 dias esta coloracao sao claramente distinguiveis.
Apds este periodo, o escurecimento intensifica-se tornando dificil uma
separacao visual confidvel. De qualquer forma, erros podem ser minimizados na
maioria dos casos seja pelo aumento na sensibilidade do sistema e pela adocao
de dispositivos e procedimentos idénticos em todas as seqliéncias de medidas.
A prética do operador igualmente pode contribuir para a obtencao de medidas
mais acuradas. E importante ser enfatizado que a proposta da presente
metodologia ndo é estabelecer procedimentos para uma andlise precisa do grau
de infestacdo por fungos em frutos, mas apresentar uma metodologia simples e
com recursos minimos que possibilitam um acompanhamento temporal do
crescimento da infestagao.

Atividade antifiingica da quitosana

Considerando que a quitosana foi empregada como um agente antifingico
natural e invisivel que permitiu a comparacao entre imagens, cabe aqui breves
comentérios sobre sua atividade antiflingica.

Esta atividade tem sido bem documentada na literatura sendo o modelo mais
aceito o relacionado a natureza policatidnica do polissacarideo que interage com
sitios anidnicos presentes nas proteinas das paredes celulares dos
microorganismos. Tal interacdo é mediada por forcas eletrostaticas entre grupos
NH, protonados presentes na quitosana e os residuos negativos nas superficies
celulares. Essa troca idnica interfere diretamente na parede celular dos fungos
causando alteracoes na permeabilidade nas membranas causando instabilidade
osmoética (HADWIGER et al., 1981; TSAl e SU, 1999). Como resumidamente
apresentado por Jung et al. (1999) os mecanismos atréds da atividade
antimicrobiana da quitosana podem ser descritos como: (1) os grupos aminos
positivamente carregados da quitosana ligam-se com &cidos siélicos nos
fosfolipidios inibindo consequentemente o movimento de substancias
microbiais; (2) Oligdmeros de quitosana penetram internamente nas paredes
dos microorganismos e reduzem o crescimentos das células pela inibicdo da
transcricdo de DNA em RNA (RABEA et al. 2003). A quitosana igualmente ativa
enzimas como quitanases, B-glucanases e lipoxigensases, estimulando a
geracao de espécies reativas ao oxigénio, que inibem o crescimento de diversos
patégenos.
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Conclusodes

A andlise de imagens é uma ferramenta poderosa na avaliacdo da qualidade em
alimentos. Por meio de uma montagem simples, uma avaliacdo qualitativa e em
tempo real do crescimento microbiano pode ser satisfatoriamente conduzida. A
metodologia é pode ser aperfeicoada pelo uso de novos equipamentos ou por
programas mais complexos.
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