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Resumo

As cores sdo vistas pelos olhos humanos que traduzem a informacdo baseada em suas
percepcdes e preferéncias. As cores podem ser entendidas como fotons percebidos da
luz do dia onde vermelho corresponde a fétons de luz de comprimento longo (baixa
frequéncia), amarelo e verde intermediarios e azul comprimento de onda curto (alta
frequéncia). Dessa forma a cor pode ser quantificada e analisada em sistemas de
computador para determinar a quantidade de vermelho, verde e azul presente em
cada cor. Este trabalho teve como objetivo criar uma estratégia baseada em analise de
imagem digital para identificacdo das cores de microrganismos visando auxiliar a selecdo
de linhagens produtoras de corantes sem a necessidade de manipulacdo das amostras.
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Qual a cor da bola de ténis? Esta pergunta gerou mais de 30.000 respostas no tweeter
onde 52% apontaram verde, 42% amarelo e 6% outros. O resultado dessa enquete foi
investigado, analisado e testado pela repdrter de um jornal que ao final concluiu que
“a cor da bola depende dos olhos de quem vé” (Koren, 2018). Uma empresa fabricante
de espectrofotémetros e colorimetros (Konica-Minolta, [s.d.]) utilizando-se de um
equipamento indicou que a cor da bola de ténis estd mais préoxima do amarelo que do
verde no padrdo de cores industrial.

A ideia de um padrao de cores advém da descri¢cdo das cores do arco-iris de forma
guantitativa por Isaac Newton no “Opticks: Ou, Um Tratado das Reflexdes, Refracdes,
Inflexdes e Cores da Luz”. Ao discutir a natureza fisica da luz identificou as cores
ROYGBIV (red, orange, yellow, green, blue, indigo, violet) (Color in a New Light, [s.d.])
fato que gerou conflito com os artistas da época que consideravam as cores como a
mistura de 3 pigmentos (red, yellow, blue). Possebon (2009) no seu trabalho “A Teoria
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das Cores de Goethe hoje”, ao ler a versao original escrita em alemao, sugeriu que a
traducao coerente seria “Doutrina das cores” pois a abordagem qualitativa das cores
nos escritos visa a organizacdao de conceitos e o modo de ensinar a fenomenologia
das cores. Backhaus (1998) analisa a visdo das cores sob os aspectos fisioldgicos e
psicofisicos de humanos e animais descrevendo o sistema de visdao das cores como um
encadeamento de ac¢des no qual a luz atinge as células fotorreceptoras dos olhos; que
fazem a traducdo para os neurdnios; que codificam e processam a informacao para
a psiqué; que julga e toma decisdo baseada em sensagGes/sentimentos e qualifica a
cor. O olho possui fotorreceptores de 2 tipos: bastonetes — mais sensiveis a condi¢des
de pouca luz e cones — sensiveis sob condi¢cdes de luz do dia. Como definicdo, a luz
visivel € uma forma de onda eletromagnética com comprimentos de ondas entre 400nm
e 700nm, onde vermelho corresponde a fétons de luz de comprimento longo (baixa
frequéncia), amarelo e verde intermedidrios e azul comprimento de onda curto (alta
frequéncia) (Fortner; Meyer, 1997). A visdo dita normal das cores esta presente em 90%
dos homens e 99% das mulheres e passam por mudangas em decorréncia da idade,
condicdo psiquica e saude do individuo, bem como pelas altera¢des da iluminag¢ao do
objeto e no campo de visdo (National Research Council (US) Commiittee on Vision 1981),
pois o olho humano tem limita¢des para perceber a cor de imagens com baixo nivel de
contraste e elevada transparéncia (Fleming; Bulthoff, 2005).

A definicdo de um espacgo contendo todas as cores foi proposto pelo “Commission
internationale de I'éclairage” quando criaram o espaco CIE 1931 XYZ (Smith; Guild,
1931), conhecido pelo seu diagrama de cromaticidade se tornando base para os demais
espacos com a mesma finalidade de organizacdao de todas as cores. A aparéncia das
cores é quantificada pelo “espaco de cores” no qual esta baseado. Alguns espacgos de
cores conhecidos sdo: RGB (do inglés Red, Green, Blue) que é uma mistura aditiva de
cores — mais usado em meio digital, CMYK (do inglés Cyan, Magenta, Yellow, Key) que
€ mistura subtrativa de cores — mais usado em sistemas de impressao e pigmentos; e
outros como HSV (do inglés Hue, Saturation, Value), HSL (do inglés Hue, Saturation,
Lightness) e catalogos comerciais como SCA/Agtron (café) e catalogos de largo uso como
Munsell* e Pantone?

Algumas plantas e microrganismos possuem uma coloragao caracteristica
normalmente oriunda de metabdlitos cuja cor quando identificada de forma visual sofre
total influéncia do avaliador; ou por uso de colorimetros e espectrofotdmetros correndo
risco de contaminacdo durante a manipulacdo da cultura e a destruicdo da amostra
analisada. A andlise da cor de uma amostra biolégica sem risco é de grande interesse para
uma triagem de materiais produtores de metabdlitos coloridos de interesse industrial,
mas apresenta grande complexidade para ser descrita a partir da percepc¢do do olho
humano. Assim, a analise da cor de imagem digital pode substituir um colorimetro ou
espectrofotdmetro para varios procedimentos, desde uma triagem de amostras coloridas
até uma andlise de ensaios colorimétricos em microplaca, tornando-se uma ferramenta
util e de facil acesso para a rotina laboratorial.

1 O sistema Munsell de ordenagdo de cores é utilizado em varias dreas da comunicagdo visual para padronizar quadros elétricos; na industria de
fabricagdo de cores de tintas, cor do solo, etc.
2 0O catalogo Pantone é um sistema para garantir uma reprodugdo de cores extremamente precisa em todas as superficies no plano industrial.
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Material e Métodos

Neste trabalho foram utilizadas como input das analises duas imagens coloridas
no padrdao RGB: a “imagem 1” capturada em camera fotografica semiprofissional
(Nikon) com iluminacdo externa e a “imagem 2” capturada em equipamento contador
de col6nias automatico, modelo Scan1200 (Interscience), iluminagao de LED branca
embarcada e software de captura Scan® versao 6.

O guia de andlise de imagens foi elaborado utilizando os comandos disponiveis
no programa de processamento de imagens cientificas ImageJ versao 1.52k, com Java
1.8.0_172 (64-bit) — Public domain, baseado na utilizagdo do programa em analise de
imagens cientificas (Abramoff et al., 2004). Os graficos obtidos foram confrontados no
catdlogo de cores online do aplicativo web ADOBE COLOR para obter o valor de cor
correspondente nesse catalogo organizado de cores. O Processamento e Andlise Digital
de Imagens (PADI) consiste num conjunto de técnicas organizadas em uma sequéncia
padrdo de aquisicdo, processamento e analise (Grande, 2012). Nesse trabalho foram
consideradas as fases de aquisicdo e analise digital de imagens (ADI) concentrada nas
etapas de extracdo de atributos, reconhecimento e classificacdo dos dados.

Resultados e Discussoes

A etapa de aquisicdo das imagens foi realizada utilizando como material para
a analise digital duas placas de Petri (descartaveis, de poliestireno transparente) de
culturas de microrganismos produtores de corantes, obtidas da rotina laboratorial. Uma
das placas estava completamente colonizada por um fungo filamentoso e a outra por
uma linhagem de fungo leveduriforme. A placa de Petri contendo o fungo filamentoso
(com a tampa fechada) foi colocada sobre fundo branco e sob iluminacdo indireta com
luz do dia. Em seguida, usando a camera fotografica Nikon no modo automatico foram
capturadas imagens digitais para analise (Figura 1a). A outra placa de Petri contendo o
fungo leveduriforme (com a tampa fechada) foi colocada sobre a plataforma do contador
automatico de coldnias modelo Scan1200 e o software Scan_interscience foi executado
para captura da imagem. Uma nova sec¢do abre automaticamente mostrando a
imagem que foi capturada; usando a op¢do <Preset parameters> foi selecionado Default
parameters, usando top lights, e as imagens foram salvadas na op¢ao Export current
image (Figura 1b).

As etapas de extracdo e reconhecimento dos atributos das imagens estdo descritas
no guia desenvolvido para uso do Imagel (Tabela 1), onde cada uma das imagens foi
aberta separadamente no programa; uma copia de trabalho foi criada e analisada sob o
guia de uso do Imagel para percepgdo de cores.
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Figura 1. Foto da placa de Petri com cultura de microrganismos. (a) cultura de fungo filamentoso — anverso da placa
de Petri (Imagem 1); (b) cultura de fungo leveduriforme — verso da placa de Petri (Imagem 2).

Tabela 1. Guia de andlise Image) obtido no presente trabalho para anadlise de imagem digital de
microrganismos produtores de corantes cultivados em meio de cultura sélido.

Selecionar a porg¢do da imagem que contenha a area a ser analisada usando os botdes do toolbar e
eliminar o excesso de informacgdo da imagem.

Selecionar IMAGE >>CROP

Selecionar EDIT>>CLEAR OUTSIDE

Selecionar a drea a ser analisada.
Selecionar IMAGE>>ADJUST>>COLOR THRESHOLD
=>» Abrira uma nova janela com os controles e verificar os critérios selec¢do:
Thresholding method: Default
Threshold color: Red
Color space: HSB
X dark background
Ajustar os controles deslizantes de BRIGHTNESS e SATURATION para colorir de vermelho (RED) a 4rea a
ser analisada para identificacdo de cor.
Clicar no botdo SELECT uma vez para confirmar a selecdo
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Obter dados do histograma da area selecionada
Selecionar ANALYZE>>HISTOGRAM

=>» Abrird uma nova janela com histogramas correspondentes a selec¢do.
Clicar o botdo RGB até mostrar o histograma para cor R separadamente.
Salvar Histogram-R no menu superior selecionar: FILE >> SAVE AS >> (escolher o formato) >> SALVAR
Clicar o botdo RGB até mostrar o histograma para a cor G e salvar o histograma.
Clicar o botdo RGB até mostrar o histograma para a cor B e salvar o histograma.

Os dados dos histogramas obtidos na area selecionada
Count: retrata o nimero de pixels analisados.
Mode!: valor de intensidade de cor (0 a 255)% que possui o maior nimero de ocorréncias de pixels
com a mesma intensidade.
Obs.: Opcionalmente algumas versdes do programa permitem simplesmente colocar o cursor (SETA) no
topo da curva e vai aparecer no canto inferior o dado correspondente aquela posi¢ao o seguinte dado:
value = valor de intensidade de cor (0 a 255); count = quantidade de pixels desse valor. Considerar esse
valor de intensidade de cor com maior nimero de ocorréncias.

! Se 0 nimero de Mode for igual a 0 ou 255 verificar se realmente representa o topo da curva ou é um valor “outline” que deve ser desconsiderado.
2 Onde 0 (zero) corresponde a preto total e o 255 branco total.
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Obter a planilha do histograma da cor
Clicar em LIST (em cada histograma separadamente)
=>» Abrird uma nova janela com a planilha

Lista contendo dados de value e count considerados para confecgdo do grafico. Salvar
planilha no menu superior selecionar: FILE >> SAVE AS >> (Histogram.csv) >> SALVAR.

O colorimetro ou espectrometro permitem a obtencdo de medidas objetivas que
possibilitam a identificacdo da cor utilizando-se e software proprio para andlise dos
valores obtidos. Entretanto, esse tipo de equipamento tem um recipiente préprio para
analise e exige a manipulacdo da cultura da placa de Petri para retirar fragmentos da
area de interesse e coloca-los no suporte adequado para leitura, o que pode ocasionar a
contaminacdo da cultura e a perda da amostra analisada.

Os resultados do campo mode obtidos de cada histograma R, G e B da imagem 1
(Figura 2) e da imagem 2 (Figura 3) na darea selecionada da imagem analisada foram
anotados separadamente na Tabela 2 para a identificacdo da cor. A principal funcdo de
um histograma € ilustrar a intensidade da luminancia da imagem e também dos canais
de cores individualmente: O histograma de cada cor fornece uma analise da distribuicdo
de intensidade dentro dos canais de cores individuais.

S [

0 Red 255 0 Green 255 0 Blue 255
Count: 1403183 Min: 61 Count: 1403183 Min: 15 Count: 1403183 Min: 0
Mean: 101.897 Max: 119 Mean: 53.395 Max: 93 Mean: 6.670 Max: 35
StdDev: 11.369 Mode: 119 (54740) StdDev: 13.386 Mode: 40 (38473) StdDev: 6.191 Mode: 0 (239636)

Figura 2. Histogramas Red, Green e Blue da imagem 1, correspondente a imagem de fungo filamentoso crescido em
meio de cultura sélido.

Ao calcular o histoerama RGBR cada canal de cor é considerado como uma imagem

y

0 Red 255 0 Green 0 Blue 255

Count: 2096869 Min: 103 Count: 2096869 Min: 67 Count: 2096869 Min: 35 '
Mean: 166.930 Max: 247 Mean: 121.634 Max: 236 Mean: 75.390 Max: 218
StdDev: 32.511 Mode: 160 (25891) StdDev: 20.095 Mode: 127 (41134) StdDev: 11.213 Mode: 79 (83196)

Figura 3. Histogramas Red, Green e Blue da Imagem 2, correspondente a imagem de fungo leveduriforme crescido em
meio de cultura sélido.

Tabela 2. Valores de “mode” extraidos dos histogramas de cada imagem.

mode Imagem 1 Imagem 2
Red 119 160
Green 40 127

Blue 0 79
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A cor evidenciada ap6s a utilizacdo do guia para a Imagem 1 é #772800, a qual estd
no centro da barra de cores analogas da Figura 4, enquanto que para a imagem 2 é
#AO7FAF, a qual estd no centro da barra de cores andlogas da Figura 5.

Com a obtencgado desses dados iniciais essa cor pode ser transformada em uma cor
correspondente em varios outros espacos de cor HSB, HEX, CMYK, LAB ou para catalogos
especificos de materiais com densidade e superficie diferentes.

A eficiéncia da aplicacdo do guia no processo de identificacdo das cores estd
diretamente relacionada as condi¢des de iluminacdao do objeto no processo de aquisi¢ao
da imagem, onde o principal ponto é a correta aplicacdo dos principios de iluminacdo do
objeto para fotografia e para a identificacdo de cores. As condi¢cdes de qualidade da
iluminacdo estdo definidas em norma prépria (Oliveira, 2006) para avalia¢do visual de
brancura, cor e diferencgas de cor.

#855100 #8F4500 #772800 #8F1A00 #850400
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Figura 4. Régua evidenciando as cores andlogas harmonizadas no Adobe color correspondente a analise da

imagem 1 (fungo filamentoso).
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Figura 5. RZgua evidenciando as cores antlogas harmonizadas do Adobe color correspondente a antlise da

imagem 2 (fungo leveduriforme).
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Consideragoes Finais

O guia para a percepcao das cores construido no presente trabalho pode ser utilizado
em etapas iniciais de selecdo de microrganismos produtores de corantes. A sua utilizacdo
mostrou-se adequada para a aplicacdo proposta, quando se utiliza material transparente
(frascos ou placas de Petri) para o cultivo do microrganismo. A leitura da cor exata ou
faixa de cores em recipientes enclausurados, protegidos de contaminacgdo cruzada, com
o menor indice de erro dentro de sistemas validados é input para o desenvolvimento,
por exemplo, de um sistema de automacdo semelhante ao sistemas de reconhecimento
da cor da pele em uma imagem digital; € uma varidvel relevante nos programas de
reconhecimento facial utilizado em sistemas de seguranca (Naji et al., 2012; Shaik et al.,
2015; Paracchini et al., 2020); a cor de uma flor é fator de classificacdo taxondmica em
sistemas de reconhecimento de espécies (Rosyani et al., 2018); e a cor diferencial de
células é varidvel determinante nos sistemas de analises clinicas (Laak, Van Der et al.,
2000).

No caso especifico da selecdo de microrganismos produtores de corantes naturais,
a observacdo da coloracdo das colonias em meio sélido é usada nas etapas iniciais de
prospeccao de linhagens e é um dos métodos mais utilizados para essa finalidade. O
guia desenvolvido no presente trabalho mostrou-se util para caracterizacdo mais
criteriosa das cores das col6nias microbianas percebidas visualmente em programas
de bioprospeccdo de linhagens produtoras de corantes naturais para aplicacdes
biotecnoldgicas.
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