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À você pelo interesse de leitura.



Uma grande descoberta envolve a solução de
um grande problema, mas há uma semente de
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RESUMO

VISMARA, Lilian de Souza. Segmentação de imagens de microrganismos para tarefas preditivas.
2021. 23 f. Trabalho de Conclusão de Curso – Curso de Especialização em Ciência de Dados,
Universidade Tecnológica Federal do Paraná. Dois Vizinhos, 2021.

Estudos para investigar o crescimento microbiano sob ação de agentes antimicrobianos é
recorrente em diferentes áreas do conhecimento, tais como: Ciências Agrárias, Biológicas e
Médicas, bem como, em Bioengenharias. Quando os bioensaios são incubados em meio de
cultura agarizado, é prática comum avaliar a eficiência de produtos sanizantes via inspeção
visual qualitativa ou medição direta de diâmetros das colônias ou de halos de inibição de
crescimento com uso de régua ou paqúımetro digital (avaliação quantitativa). Porém, devido à
posśıvel desorganização da estrutura celular dos microrganismos na presença de produtos testes,
a cobertura radial pode não ser uniforme nas direções medidas, levando a erros no cálculo
de variáveis de interesse e de estimação de parâmetros do modelo matemático-estat́ıstico
considerado na análise de dados. O uso de imagens para a obtenção da área de regiões de
interesse, é uma alternativa para contornar tal problema. Adicionalmente, o ferramental de
Visão Computacional tem sido apontado como solução inovadora para processamento de
imagens e reconhecimento de padrões. Logo, este trabalho tem por objetivo aplicar e apresentar
uma técnica de Análise Digital de Imagens, via o algoritmo flood-fill, para a determinação
da área de colônias microbianas fúngicas provenientes de bioensaio realizado no Laboratório
de Fitopatologia da UTFPR Campus Dois Vizinhos. Para isto, foi utilizado um conjunto de
539 fotografias digitais, oriundas de teste de sensibilidade por disco-difusão em ágar de um
fungo filamentoso fitopatogênico (Botrytis cinerea) na presença de compostos voláteis de
diferentes óleos essenciais. A técnica utilizada permitiu a determinação da área da cobertura
da colônia microbiana a partir de sua fotografia digital capturada com smartphone. Como
tem-se por filosofia o conceito de dados abertos, o banco de dados (imagens) e script são
disponibilizados nos apêndices deste trabalho. Como trabalho futuro, espera-se propor modelos
baseados em técnicas de aprendizado de máquina que sejam facilmente interpretáveis e facilitem
o entendimento do papel das features das imagens no processo de aprendizagem dos algoritmos.
Desta forma, almeja-se contribuir com a prospecção de abordagens eficazes que automatizem
o processo de mensuração e avaliação da cinemática de crescimento de fungos pelo método de
disco-difusão em ágar por uso de imagens.
Palavras-chave: Crescimento micelial. Disco-difusão em ágar. Fotografia digital. Visão com-
putacional. Processamento de imagem. Análise digital de imagem.



ABSTRACT

VISMARA, Lilian de Souza. Microorganism image segmentation for predictive tasks. 2021. 23 f.
Trabalho de Conclusão de Curso – Curso de Especialização em Ciência de Dados, Universidade
Tecnológica Federal do Paraná. Dois Vizinhos, 2021.

Studies to investigate microbial growth under the action of antimicrobial agents are recurrent
in different areas of knowledge, such as Agricultural, Biological, and Medical Sciences, as
well as, in Bioengineering. When bioassays are incubated in agarized culture medium, it is
common practice to assess the efficiency of sanitizing products by qualitative visual inspection
or direct measurement of colony diameters or growth inhibition halos using a ruler or caliper
(quantitative assessment). However, due to the possible disorganization of the cellular structure
of microorganisms in the presence of test products, the radial coverage may not be uniform
in the measured directions, leading to errors in the calculation of variables of interest and
the mathematical-statistical model parameters estimation’s considered in the analysis of data.
The use of images to obtain the area of interest regions is an alternative to overcome this
problem. Additionally, the Computer Vision toolings have been pointed out as an innovative
solution for image processing and pattern recognition. Therefore, this work aims to apply and
present a Digital Image Analysis technique to determine the area of fungal microbial colonies,
by the flood-fill algorithm, from a bioassay carried out at the Phytopathology Laboratory of
UTFPR Campus Dois Vizinhos. For this purpose, a set of 539 digital photographs from an
agar disk-diffusion sensitivity test of a phytopathogenic filamentous fungus (Botrytis cinerea)
in the presence of volatile compounds of different essential oils. The technique used allowed
the determination of the coverage area of the microbial colony from its digital photograph
captured with a smartphone. As the concept of open data is taken as a philosophy, then the
database (images) and the script are made available in the appendices of this work. As future
work, it is expected to propose models based on machine learning techniques that are easily
interpretable and facilitate the understanding of the role of image features in the algorithms
learning process. In this way, the aim is to contribute to the prospect of effective approaches
that automate the measurement and evaluation process of the fungal growth kinematics by the
method of disk-diffusion in agar using images.
Keywords: Mycelial growth. Disc-diffusion on agar. Digital photography. Computer vision.
Image processing. Digital Image Analysis.
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LISTA DE ŚIMBOLOS
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SUMÁRIO
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RESUMO 
Estudos para investigar o comportamento microbiano sob ação de agentes antimicrobianos é 
recorrente em diferentes áreas do conhecimento, tais como: Ciências Agrárias, Biológicas e 
Médicas, bem como, em Bioengenharias. Quando os bioensaios são incubados em meio de cultura 
agarizado, é prática comum avaliar a eficiência de produtos sanizantes via medição direta de 
diâmetros das colônias ou de halos de inibição de crescimento, com uso de régua ou paquímetro 
digital. Porém, na presença de produtos testes, a cobertura radial pode não ser uniforme nas 
direções medidas, levando a erros no cálculo de variáveis de interesse e de estimação de 
parâmetros de modelos matemático-estatísticos utilizados na análise de dados. O uso de imagens 
para a obtenção da área de regiões é uma alternativa para contornar tal problema. Este trabalho 
tem por objetivo aplicar uma técnica de Análise Digital de Imagens para a determinação da área 
de colônias microbianas provenientes de teste de sensibilidade por disco-difusão. Conclui-se que 
a técnicas utilizadas permitiram a determinação da área da cobertura da colônia microbiana. 
Espera-se contribuir com a prospecção de abordagens eficazes, que automatizem o processo de 
mensuração e avaliação da cinemática de crescimento de fungos pelo método de disco-difusão em 
ágar.  
 
Palavras-chave: crescimento micelial, disco-difusão em ágar, fotografia digital, visão 
computacional, processamento de imagem.  
 

INTRODUÇÃO 
A cinemática de crescimento microbiano é tema base de investigações nas Ciências Agrárias, 
Biológicas, da Saúde e em Bioengenharia. Em particular, em testes de sensibilidade pela 
metodologia de disco-difusão em ágar, é comum a inspeção visual e/ou uso de instrumentos de 
medição, como régua ou paquímetro digital, para aferição de diâmetros do crescimento radial da 
colônia. Porém, devido à possível desorganização da estrutura celular dos microrganismos na 
presença de produtos testes, a cobertura radial pode não ser uniforme nas direções medidas, levando 
a erros no cálculo de variáveis de interesse e de estimação de parâmetros do modelo matemático-
estatístico considerado na análise de dados. Logo, embora seja uma técnica de baixo custo e muito 
empregada, o uso dos valores observados pode levar a erros de overfitting e/ou underfitting de 
parâmetros de modelos matemáticos-estatísticos. Esta inconsistência demanda maior quantidade 
de repetições para produzir resultados mais exatos (MARTINS et al., 2015).  
Uma alternativa para contornar o problema, é obtenção da área de regiões de interesse (cobertura 
da colônia ou de halo de inibição). Neste contexto, seria importante desenvolver métodos 
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automáticos de aferição do crescimento fúngico em meio sólido, por meio de imagens com pouco 
controle na captura, que reduza o tempo de medição e que elimine a subjetividade e a dependência 
da análise visual de especialistas. Logo, este trabalho tem por objetivo apresentar uma técnica de 
Análise Digital de Imagens para obtenção da área de colônias a partir de imagens (BURGER; 
BURGE, 2009; SILVA et al., 2017). As imagens foram obtidas com pouco controle na captura, 
diferente de trabalhos relacionados a este como o de Ancin-Murguzur et al. (2018) e outros com 
métodos de segmentação e a rotulação automática de imagens (ARREDONDO-SANTOYO et al., 
2019).  

MATERIAL E MÉTODOS 
A fonte de dados é um bioensaio — teste de sensibilidade de Botrytis cinerea à compostos voláteis 
de óleos essenciais — conduzido no Laboratório de Fitopatologia, da Universidade Tecnológica 
Federal do Paraná, Campus Dois Vizinhos. O fungo foi repicado em meio de cultura de batata-
dextrose-ágar (BDA), acomodado no centro de placas de Petri® e então aplicou-se os tratamentos 
testes. As placas foram fechadas com filme plástico esticável e incubadas a 20°C (±1°C), com 
fotoperíodo de 12 h, por 5 dias.  
O sistema de captura de imagem consistiu de uma bandeja coberta com EVA (Espuma Vinílica 
Acetinada) preta, na qual foi fixada um recorte de papel milimetrado de 4 cm ⨉ 4 cm e um suporte 
para celular com haste flexível de 14 cm de comprimento e fixação por ventosa. O registro do 
fundo das placas de Petri® ocorreu sem controle de luminosidade ambiente para captura com uso 
de câmara digital de smartphone modelo ASUS Z017DC (ZE520KL), de 16 MP (Megapixel), 
resolução 4608 ⨉ 3456 pixel, sensor Sony® IMX298, lentes Largan de seis elementos com abertura 
de f/2.0. Foram obtidas 539 fotografias oriundas de registro diário.  
Utilizou-se o programa R e o pacote EBImage (PAU et al., 2010) na análise de dados. A abordagem 
deste trabalho, adaptada de Silva et al. (2017) envolve a aplicação de uma série de passos dentre 
as etapas de pré-processamento (I) e processamento de imagem (II), visando a segmentação desta 
em duas regiões: da colônia e de uma etiqueta com área conhecida.  
I. Pré-processamento: (i) rotação e redimensionamento da imagem; (ii) transformação da cor da 

imagem para escala de cinza; (iii) ajuste de brilho e contraste para destacar a área da colônia.  
II. Processamento: (i) aplicação de um algoritmo para preenchimento de regiões de interesse 

(etiqueta e colônia) a partir das coordenadas do centro da imagem. Este preenchimento envolve 
a definição de um certo limiar (tolerância) de cor (threshold) definido arbitrariamente; (ii) 
binarização das regiões de interesse preenchidas; (iii) cálculo da área dos objetos binarizados 
(em px2); (iv) conversão da unidade de área da colônia, Ac, de px2 para mm2 é  via a expressão 
(1): 

 Ac = (Ac : 1600) ·  Ae  (1) 
onde:  Ae é a área da etiqueta em px2 e 1600 é a área da etiqueta em mm2.  

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Nas Figuras 1 e 2 são apresentados os resultados obtidos a partir das etapas I e II de processamento 
de imagem. A partir da binarização da área conhecida da etiqueta (Figura 2), efetuou-se (iii) 
obtendo-se a área dos objetos binarizados (px2) e então implementou-se (iv) para a conversão da 
unidade de área da colônia conforme (1). Verificou-se que a técnica implementada (BURGER; 
BURGE, 2009) permitiu a determinação da área da cobertura da colônia microbiana na placa de 
Petri®. Desta forma, a visão computacional com foco no processamento e segmentação da imagem 
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baseado em algoritmo (PAU et al, 2010, SILVA et al., 2017), trouxe contribuições complementares 
à visão biológica (ARREDONDO-SANTOYO et al., 2019).   

 
(i) 

 
(ii) 

 
(iii) 

Figura 1 – Etapa I. Pré-processamento: (i) rotação e redimensionamento da imagem; (ii) 
transformação da cor da imagem para escala de cinza e (iii) ajuste de brilho e contraste para destacar 
a área da colônia.  
 

 
(i) etiqueta 

 
(i) colônia 

 
(ii) etiqueta 

 
(ii) colônia 

Figura 2 – Etapa II. Processamento da imagem: (i) aplicação de algoritmo para preenchimento de 
regiões de interesse (etiqueta e colônia) a partir das coordenadas do centro da etiqueta e da colônia, 
seguida pelo passo de (ii) binarização de cada região preenchida. 
 

CONCLUSÕES 
Os resultados iniciais foram promissores, pois a técnica permitiu a determinação da área da 
cobertura de colônia microbiana a partir de fotografia digital de smartphone, com pouco controle 
na captura da imagem. A partir desta visão computacional, pretende-se como trabalho futuro propor 
abordagens de aprendizado de máquina eficazes que permitam automatizar o processo de 
mensuração e avaliação da cinemática de crescimento de fungos pelo método de disco-difusão em 
ágar.  
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Apêndices



17

APÊNDICE A – Disponibilização do conjunto de dados e script

Neste trabalho perpassa a filosofia e conceito de dados abertos, cuja uma formalização
inicial, Open Definicion, foi criada pela Open Knowledge Foundation (2021, tradução nossa):
“aberto significa que qualquer pessoa pode acessar, usar, modificar e compartilhar livremente
para qualquer finalidade (sujeito, no máximo, aos requisitos que preservam a procedência e a
abertura)”.

Consequentemente, este apêndice tem por objetivo disponibilizar os links para acesso
ao conjunto de dados (imagens/fotografias digitais) e script da técnica de Análise Digital
de Imagens (Digital Image Analysis, DIA) utilizada para a determinação da área de colônias
microbianas provenientes de teste de sensibilidade por disco-difusão em ágar (conforme descrito
na seção 1.3).

A.0.1 Disponibilização dos dados (imagens/fotografias digitais)

O conjunto de dados (imagens) de crescimento micelial de Botrytis cinerea in vitro na
presença de compostos voláteis (potenciais antimicrobianos) em diferentes aĺıquotas (doses,
20, 40, 60, 80 e 100 µL) de óleos essenciais (guaçatonga, melaleuca, patchouli e pitangueira)
mais o controle de crescimento (testemunha, 0 µL), está dispońıvel em: <https://nuvem.utfpr.
edu.br/index.php/s/JfmPqUHfiKVgAQ2>. Maiores detalhes sobre metodologia de bioensaio
análogo ao deste trabalho podem ser conferidos em Vismara (2019).

A.0.2 Script

1 library("EBImage")

2

3 # Pre -processamento

4

5 ima <- readImage("imagem_teste.jpg") # lendo uma imagem (Figura 1i)

6 ima <- rotate(ima , 90) # rotacionando a imagem para o formato landscape

7 ima <- resize(ima , 800) # reduzindo a definicao para 800 x425

8 colorMode(ima) = Grayscale # alterando a cor para escala de cinza

9 img <- ima - 0.3 # diminuindo brilho

10 img <- img * 2.2 # aumentando o contraste

11

12 # Processamento

13 y1 <- floodFill(img , c(228.7546 , 222.0941) , col = 0, tol = 0.5) #

preenchimento da area da etiqueta a partir da coordenada central e

parametro de tolerancia 0,5

14

15 res1 <- bwlabel(y1) # binarizacao da area de etiqueta

16 res1 <- res1 [1:800 ,1:450 ,1] # transformando o 3D array em 2D array

17 ft1 <- computeFeatures.shape(res1) # calculando a area da etiqueta

18

19

20 y2 = floodFill(img , c(545.1494 , 222.548) , col = 0, tol = 0.3) #

preenchimento da area da colonia a partir da coordenada central e

parametro de tolerancia 0,3

21

22 res2 <- bwlabel(y2) # binarizacao da area de colonia

23 res2 <- res2 [1:800 ,1:450 ,1] # transformando o 3D array em 2D array

24 ft2 <- computeFeatures.shape(res2) # calculando a area da colonia

https://nuvem.utfpr.edu.br/index.php/s/JfmPqUHfiKVgAQ2
https://nuvem.utfpr.edu.br/index.php/s/JfmPqUHfiKVgAQ2
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25

26 # Extraindo a area de cada regiao de interesse

27 area1 <- ft1[1,1]

28 area2 <- ft2[1,1]

29

30 # Conversao da unidade de area da regiao da colonia

31 area_colonia <- (area2*1600)/area1

32 print(paste("Area: ", area_colonia))

Verifica-se que o preenchimento das regiões de interesse é executado usando o algo-
ritmo de linha de varredura rápida (flood-fill) considerando um limiar (threshold) arbitrário
para cada imagem. Desta forma, o preenchimento começa em pontos e cresce em áreas
conectadas/vizinhas onde a diferença absoluta das intensidades dos pixels permanece abaixo
da tolerância.

O arquivo do script e imagem teste estão dispońıveis em: <https://github.com/
lilianvismara/2021 TCCE LdeSV>. Já a documentação do pacote EBImage (PAU et al., 2010)
pode ser acessada em <https://github.com/aoles/EBImage>.

https://github.com/lilianvismara/2021_TCCE_LdeSV
https://github.com/lilianvismara/2021_TCCE_LdeSV
https://github.com/aoles/EBImage
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ANEXO A – Anais e declaração de apresentação oral do/no VI Congresso de
Ciência e Tecnologia (VI CCT) da UTFPR Campus Dois Vizinhos

Este trabalho foi apresentado no VI Congresso de Ciência e Tecnologia (VI CCT) da
UTFPR Campus Dois Vizinhos. Os anais do VI CCT da UTFPR encontram-se dispońıveis para
consulta em: <https://cloud.utfpr.edu.br/index.php/s/MYuC05wocZnHPqS#pdfviewer>. A
declaração de apresentação é apresentada a seguir.

https://cloud.utfpr.edu.br/index.php/s/MYuC05wocZnHPqS#pdfviewer
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ANEXO B – Premiação de melhor trabalho apresentado da área de Ciência da
Computação o VI CCT da UTFPR Campus Dois Vizinhos

O short paper aqui apresentado (Caṕıtulo 1) recebeu premiação de melhor trabalho
da área de Ciência da Computação no VI CCT da UTFPR Campus Dois Vizinhos, conforme
documento apresentado a seguir.




