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USO DE ANALISE DE IMAGENS NO ACOMPANHAMENTO DO
CARATER FUNGISTATICO DE REVESTIMENTOS DE QUITOSANA
EM MACAS FATIADAS
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Resumo

Neste trabalho fazemos uso de uma metodologia simples, tendo por base um sistema comercial de
captura de imagens, composto de um scanner de mesa que combinado a um programa livre
(freeware) de anélise de imagens, permite estabelecer qualitativa e quantitativamente a evolugdo da
infestagdo por fungos sobre frutos fatiados, sendo aqui avaliadas mag¢as como exemplo. Penicillium
sp € Alternaria sp. foram usados como contaminantes. A quitosana, um polissacarideo com agdo
fungicida, foi empregado na forma de uma pelicula invisivel permitindo assim anélises
comparativas. O método, embora consideravelmente simples, mostrou-se util sendo indicado para
avaliagdo e prevengdo de contaminagdes de microorganismos em frutos minimamente

processados.

Palavras-chave: contaminagdo fungica, filmes comestiveis, qualidade de minimamente

processados.

Introducgio

O segmento de frutos frescos minimamente
processados e prontos para 0 consumo ¢ o que mais
cresce em escala mundial. No Brasil, embora ainda
incipiente o mercado de minimamente processados
da claros sinais de avango e tem se consolidado
paulatinamente. Frutos processados apresentam
uma série de problemas que o levam a degradar mais
rapidamente que os produtos intactos. Para estes, o
uso de agentes antimicrobianos que ndo alterem a
aparéncia ou sabor € desejavel. Materiais diversos
tém sido propostos para uso como revestimentos
comestivels protetores. A quitosana, por exemplo,
um polimero linear derivado da quitina, tem sido
indicada como um material para este fim. A
quitosana € atoxica e forma filme transparente, que
além de agdo antimicrobiana apresenta atividade
clarificadora e reduz a permeagdo de gases. tendo
sido j& aplicada com sucesso em varios produtos in
natura.

Para a validagdo destes revestimentos, os
produtos tém que serem monitorados durante o
armazenamento ¢ comercializacdo e o uso de
métodos sensoriais como a inspe¢do € controle
visual tém a vantagem de serem ndo-invasivos,
embora métodos precisos de quantificagdo por
imagens ainda sejam complexos e passiveis de erros
de interpretagdo. Neste trabalho, apresentamos uma
metodologia simples para a andlise do crescimento
de colonias de fungos, sobre superficies cortadas
revestidas, fazendo uso de um scanner comercial
convencional e de um programa livre de analise de
imagens. Essa metodologia de baixa precisdo €,
contudo, pratica e pode ser facilmente empregada
para um monitoramento rapido e qualitativo de
produtos com pericarpos claros como por exemplo:
péras, péssegos, meldo, manga, goiabas, etc.

Materiais e métodos

Magds da cultivar Gala (Malus domestica)
foram fatiadas ao meio e separadas em 2 lotes com 20
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amostras cada. Os lotes foram acondicionados em
cdmara climatizada (25 £ 0.50C) contendo culturas
de fungos ndo classificados, (espécies do género
Penicillium sp. e Alternaria sp.) sendo a inoculados
por esporulagio espontinea. Os fungos foram
originalmente isolados de magas contaminadas e as
culturas preparadas segundo procedimentos
descritos por ZHANG & HAN, 2003.

A protegdo se deu por imersao total dos frutos
em solugdo de quitosana segundo procedimento
corrente do grupo. Imagens das faces cortadas foram
obtidas por varredura fazendo uso de scanner
comercial (HP ScanJet 4C). Cada amostra foi varrida
duas vezes ao dia ao longo de 10 dias. Na captura das
imagens, o tamanho original foi ampliado em 250%,
paraumaresolugdo de 512 por 512 pixels, em tons de
cinza de 0 a 255. As imagens foram armazenadas
possibilitando o acompanhamento da evolugdo do
escurecimento nas superficies assumidas como
proporcional ao crescimento das coldnias de fungos.

No programa de analise, as imagens foram
transformadas em arquivos bindrios (thresholded)
para aremogao de artefatos e demais tonalidades que
ndo sdo consideradas nas medidas. O crescimento foi
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 ' e m
http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html.

O escurecimento natural que ocorre nas
superficies de magas fatiadas, claramente assume
padroes e tons distintos, sendo facilmente
identificaveis e ndo considerados pelo menos nos
primeiros 5-6 dias de observacdo. Para
interpretagdes mais confiaveis o thresholding foi
calibrado manualmente, sendo adotado neste
trabalho o nivel de cinza em 130 para todas as
imagens capturadas. A area infectada € entéo isolada
e automaticamente estimada pela contagem de pixels
e numericamente comparada com os valores
precedentes. Ao longo do tempo de guarda e anlise,
0 escurecimento natural (enzimatico e oxidativo)
torna-se mais intenso dificultando, a cada dia, uma
perfeita disting@o entre este escurecimento e a area
infectada por fungos.

Resultados e discussao

A Figura 1 exemplifica o tratamento binario
(threshold) realizado que possibilita a selegdo de
intervalos de tons, separando assim 0s objetos sobre
consideragdo do fundo geral da imagem, o que
permite o isolamento e a proporcional avaliagdo da
area infectada. Os resultados numéricos indicam,
como esperado, que as faces ndo protegidas
apresentam prolifera¢do consideravelmente maior
com o tempo que as amostras similares revestidas,
conforme pode ser constato pela Figura 2.

Fig. 1. Exemplo ilustrativo do tratamento de
imagem da superficie contaminada de uma maca
fatiada.

Para esta analise, foram consideradas
contaminadas as superficies que apresentavam uma
area igual ou superior a 10% da total, com os padrdes
de fungos. Apods 10 dias de registro de imagens ¢é
possivel afirmar que 90% das amostras ndo
revestidas estavam contaminadas comparadas a 40%
das cobertas com filme de quitosana. O programa de
analise processa automaticamente a contagem dos
pixels correspondente a &rea selecionada. Por
comparagdo simples € possivel estabelecer a
tendéncia de proliferagio que diretamente
corresponde a cinética de crescimento dos fungos no
meio inoculado, neste caso, no pericarpo das magas
(Fig. 3).

O perfil da curva resultante define claramente
o padrdo cinético de crescimentos encontrados para
microorganismos, ou seja, constituintes de uma
regido lag, um regido de crescimento exponencial e
uma fase estacionaria, em plena concordancia com
os dados apresentados na literatura (VINIEGRA-
GONZALEZ, etal., 1993; OLSSON, 2002).
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20-, =) amostras fatiadas
i amostras fatiadas protegidas com fungicida

Amostras contaminadas

Fig. 2. Evolugdo do nimero de amostras infectadas
ao longo de 10 dias de armazenamento.
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Fig. 3. Proporgdo de area infectada nas superficies
em fung¢do do tempo de exposi¢do, segundo dados
obtidos por analise de imagens.

Usualmente, as metodologias para a
determina¢do de intensidade de contaminagdo
fingica em produtos pods-colheita sdo conduzidas
por determinagdes quantitativas das micotoxinas,
em particular da patulina. A patulina ¢ uma toxina
determinada de maneira essencialmente invasiva: a
patulina € extraida através da agdo de agentes polares
como acetona ou etil acetatos e entdo 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.

Deve ser observado que o calculo de area por
contagem de pixels ndo ¢ um procedimento livre de
erros. Considerando a transformagdo binaria da
imagem, informagdes sdo perdidas neste processo e
a presenga de bordas e classificacdo errénea de

padrdes de pixel podem ocorrer. A contagem de pixel
€ uma classificagdo automatica e a area resultante €
baseada em um nimero finito de pixels e deve,
indubitavelmente, estar sub ou sobre-estimada
considerando que pontos diversos escapam do
calculo (VLIET et al., 2004). Com respeito ao
escurecimento natural, seja por oxidagdo ou por agdo
enzimatica, nos primeiros 5-6 dias esta coloragio sdo
claramente distinguiveis. Apds este periodo, o
escurecimento intensifica-se tornando dificil uma
separagdo visual confidvel. De qualquer forma, erros
podem ser minimizados na maioria dos casos seja
pelo aumento na sensibilidade do sistema e pela
adogdo de dispositivos e procedimentos idénticos
em todas as seqiiéncias de medidas.

Conclusoes

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