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RESUMO

Este trabalho apresenta o desenvolvimento de um sistema de visdo computacional que identifica e conta
automaticamente as leveduras de cerveja viaveis e inviaveis. O objetivo é melhorar o tempo e a precisdo
dos resultados obtidos, em comparacdo com 0 método de contagem manual por especialistas comumente
realizado na industria cervejeira. O equipamento utilizado consiste em uma camera de video digital
acoplada a um microscopio Optico, que transmite as imagens capturadas, em tempo real, para o computador.
Duas abordagens foram testadas e implementadas, uma levando em consideracdo a morfologia e a cor das
leveduras, e a outra usando aprendizado de maquina. Embora existam programas que contam leveduras
automaticamente, este é o primeiro aplicativo que faz uso de técnicas de rede neural convolucional com
Yolo para identificar leveduras, tornando os resultados mais precisos e confiaveis em compara¢do com
métodos manuais. Experimentos foram realizados para medir o desempenho e a precisdo do protétipo, que
sdo apresentados neste artigo.
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ABSTRACT

This paper presents the development of a computer vision system that automatically identifies and counts
viable and nonviable brewer's yeast. The objective is to improve the time and accuracy of results obtained,
compared to the manual expert counting method commonly performed in the brewing industry. The
equipment used consists of a digital video camera coupled to an optical microscope, which transmits the
captured images, in real time, to the computer. Two approaches were tested and implemented, one taking
into account the morphology and the color of yeasts, and the other using machine learning. Although there
are programs that automatically count yeasts, this is the first application that makes use of convolutional
neural network techniques with Yolo to identify yeasts, making the results more accurate and reliable
compared to manual methods. Experiments were carried out to measure the performance and accuracy of
the prototype, which are presented in this article.
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cell viability
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INTRODUCAO

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver um sistema de Visédo
computacional que realizasse a identificacdo e a contagem automaticas de leveduras de
cerveja viaveis e invidveis e apresentasse os resultados finais de forma rapida e confiavel.
No sistema desenvolvido, utilizamos dois métodos de visdo computacional distintos: o
primeiro realiza a extracdo de regides de uma imagem, que apresentam caracteristicas
comuns, por meio da biblioteca OpenCV (OPENCV, 2022), e 0 segundo método utiliza
aprendizagem profunda, por meio do framework YOLO (You Only Look Once)
(REDMON, 2018), para identificacdo de leveduras viaveis e invidveis. A pesquisa
desenvolvida apresentou resultados positivos quanto ao seu uso, como é demonstrado
neste artigo.

As leveduras Saccharomyces cerevisiae sdao utilizadas em varios segmentos da
indUstria, como na producdo de cerveja e de pdo. As leveduras dao as cervejas sabor,
aroma e textura. E o agente biol6gico que transforma o mosto cervejeiro no produto final.
O mosto cervejeiro € um termo usado na fermentacao da cerveja e é o produto da mistura
do malte triturado com agua, a uma temperatura especifica, na fase da mosturacdo ou
brasagem (CARVALHO et al, 2006).

Por meio da fermentacdo alcodlica, os agucares do mosto sdo transformados, pelas
leveduras, em alcool. Dentre todas as leveduras que estdo no mosto, apenas as leveduras
vivas viabilizam o processo de fermentacdo. A quantidade de leveduras viaveis determina
amedida da viabilidade celular no mosto. Esse é o aspecto mais importante no rendimento
da fermentacdo alcodlica, pois quanto maior o nimero de leveduras viaveis, melhor sera
0 desempenho do processo de fermentacdo (BRIGGS, 1998). Esse numero é diferente
para cada tipo de cerveja, mas a maneira de se chegar a ele de uma forma automatica,
rapida e precisa € o objetivo deste trabalho.

A separacdo e a contagem das leveduras ou colbnias viaveis, que sdo empregadas
no processo de produgdo de cerveja, sdo dispendiosas e propicias a falhas. Elas sdo
realizadas de forma manual por especialistas, contando visualmente as leveduras no
microscopio, em uma lamina preparada com azul de metileno. Para estimar a proporc¢ao
de células viaveis, que sdo incolores, e de invidveis, que sdo azuis, quando estdo em

contato com o azul de metileno, em processo fermentativo, métodos baseados no
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plagueamento ou na observacdo microscopica tém sido usados. N&o existe, até o
momento, um método absoluto para determina¢do da viabilidade celular de uma
populacdo de células de levedura e que forneca resultados totalmente seguros na
determinacdo da mesma (CECATTO-ANTONINI, 2010).

O meétodo tradicional para contagem de micro-organismos, utilizado na linha de
producdo, é a contagem manual em camara de Neubauer, corada com azul de metileno.
No entanto, a identificacdo de leveduras viaveis e inviaveis incorre em limitagGes geradas
pela observacdo de cada operador, pelo cansaco, assim como também pelo tempo
consumido para a identificacao.

A implementagdo de um sistema automatico de contagem de leveduras durante o
processo de fermentacdo se faz necessario, para reduzir os erros recorrentes realizados
manualmente por especialistas em atividades que exigem muito esforco fisico e
concentracdo, minimizando assim 0s custos e 0s riscos da producao.

Na préxima secdo, € apresentada a metodologia aplicada as duas solucgdes
implementadas para o software de identificagdo e contagem de leveduras vidveis e
inviaveis. Em seguida, sdo discutidos os trabalhos relacionados, presentes na literatura.
Na quarta se¢do, sdo apresentados os resultados obtidos neste trabalho, com suas métricas,

e, em seguida, sdo debatidas as perspectivas futuras do presente trabalho e conclusdes.

METODOLOGIA

A preparacdo das laminas para a contagem de leveduras foi feita no padrdo
utilizado pela inddstria. O liquido a ser analisado foi obtido em diferentes etapas do
processo de fermentacdo de cervejas artesanais. Ele é misturado com solucéo de azul de
metileno a 0,1%. Para a contagem de viabilidade, usa-se uma mistura de 50% dessa
solucdo com 50% da amostra a ser analisada. A solucgdo resultante é colocada em uma
camara de Neubauer, tradicionalmente utilizada nesse processo (CECATTO-
ANTONINI, 2010). A camara de Neubauer, também conhecida por hemocitdémetro, é
ainda o método mais utilizado em todo o mundo para a contagem de células, por causa de
suas grades de referéncia, de diferentes tamanhos, marcadas no fundo da cavidade da
camara na lamina.

A camara de Neubauer, com a solucgdo, é posicionada no microscopio, com

aumento de 400X. A imagem resultante é capturada por uma camera digital com 3
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megapixels de resolucdo, acoplada a lente ocular do microscépio. Para cada campo de
imagem, em ambos os aplicativos, as leveduras vidveis sdo contornadas por um quadrado
verde e as leveduras invidveis por um quadrado vermelho. A contagem é realizada
automaticamente e é feita uma fotografia da imagem da camera, com e sem as marcacgoes.
Posteriormente, cada fotografia foi observada em um monitor de alta resolucdo e as
leveduras recontadas manualmente, por duas pessoas em momentos diferentes. O
computador utilizado possui um processador Intel Core i7-8750H CPU @ 2.20GHz 2.21
GHz, 16 GB de memoria RAM e uma placa de video NVIDIA GeForce GTX 1060.

Para o aplicativo desenvolvido com inteligéncia artificial, foi preparado um banco
de imagens para treinamento. Para o presente trabalho, foi construido previamente um
banco com anotacfes de 43 imagens do microscépio, diferentes das posteriormente
capturadas, durante os experimentos. As imagens continham um total de 872 leveduras,
sendo 431 leveduras viadveis e 441 leveduras invidveis. As imagens das leveduras
individuais foram posteriormente rotacionadas e refletidas, para serem incluidas também
no banco de imagens, porque elas contém assimetrias devido as cicatrizes do processo de
mitose pelo qual passam.

Os dois softwares para a deteccdo e contagem de leveduras viaveis e inviaveis
foram desenvolvidos seguindo as melhores préaticas para desenvolvimento e engenharia
de software [6]. O cddigo esta escrito com as linguagens de programacdo C++ e Python,
com a implementacdo dos frameworks OpenCV e Yolo. e a biblioteca Qt (QT, 2022),
para a construcdo da interface gréafica.

O primeiro modelo proposto utiliza a funcgéo cv::SimpleBlobDetector, contida no
framework OpenCV, que utiliza técnica de detec¢do de contorno. Também foi gerado um
valor de limiar, ou de threshold, para a escala de cinza, e os pixels com valores maiores
ou iguais ao do limiar sdo selecionados e os demais sdo descartados. Esse € um processo
de segmentacdo da imagem, que é conhecida como segmentacdo por threshold, ou limiar.
Com ele e algumas funcOes para otimizar a imagem, € possivel separar as leveduras
viaveis e inviaveis na imagem.

No processo de limiarizagéo, os pixels conexos com valores acima do limiar,
geram regides conectadas, os chamados blobs. Até agora, foram testadas diversas técnicas
de processamento de imagens para gerar os blobs e contar as leveduras, com diferentes

filtros e algoritmos de segmentacdo da imagem. Os centros geomeétricos dessas regides

404



sdo determinados e, por meio desses centroides, pode se contar o nimero de leveduras,
mesmo elas estando sobrepostas (GONZALEZ E WOODS, 2010).

Na atualizacdo do algoritmo, em sua segunda versdo, com o aprendizado
profundo, é aplicada uma Unica rede neural para a imagem completa. Esta rede divide a
imagem em regides e prediz probabilidades para cada regido. Foi preparado um banco de
imagens para fazer o treinamento de maquina e o resultado foi testado com fotografias do
microscopio e, posteriormente, diretamente no microscopio, em tempo real.

A solucédo de inteligéncia artificial YOLO, que € de cddigo aberto, apresentava
caracteristicas que poderiam contribuir para melhorar o software de deteccao e contagem.
A primeira versdo do YOLO foi langcada em 2015 (REDMON, 2015) e a terceira versao
foi disponibilizada em 2018 (REDMON et al, 2018). O YOLO utiliza o aprendizado
profundo com as redes neurais convolucionias em uma abordagem diferente, com as
caixas delimitadoras e um processo de identificacdo que tem uma grande acuracia e
velocidade. A principal implementacdo nova do YOLO ¢ baseada no Darknet, que é um
sistema de rede neural de cddigo aberto, que define a arquitetura do YOLO.

Todo o fluxo de trabalho esta dividido em cinco etapas:

1. Construcdo das bases de treinamento e de testes, com o recorte de imagens
capturadas para esse projeto.

2. Definicéo das classes de leveduras.

3. Extracdo de caracteristicas para a identificacao das leveduras.

4. A etapa de treinamento utiliza o aprendizado de méaquina, com o uso do
framework YOLO (You Only Look Once) com a arquitetura Darknet.

5. Por ultimo, a classificacdo em tempo real, a partir de streaming de uma camera
de video acoplada em um microscépio.

Um conjunto de dados de imagens foi criado a partir de ldaminas de neubauer
preparadas com o corante de azul de metileno. A aplicagdo do projeto Labellmg
(LABELIMG, 2022) foi utilizada para processar as imagens e criar as anotaces que
identificam, nas amostras, o que deve ser entendido pelo processo de aprendizado de
maquina como leveduras viaveis e invidvies. Essa aplicagdo foi escolhida por ser uma
licenca livre e de cddigo aberto do Massachussets Institute of Technology (MIT).

A solucdo YOLO ¢ indicada para executar o treinamento de maquina, uma vez
que, assim como a aplicacdo Labellmg, é de cddigo aberto, permitindo o aprendizado de

méquina e a execucdo da identificacio das imagens. E uma solugdo multi-plataforma.
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Devido a escolha da solugdo YOLO, o treinamento de maquina é a de Rede Neural
Convolucional, ou CNN, do inglés Convolutional Neural Network. Uma nova verséo do
software YOLO foi langada em 2020 (BOCHKOVSKIY et al, 2020), mas se optou neste
trabalho utilizar a versdo desenvolvida por Redmon, que criou e desenvolveu 0 YOLO
até a versdo 3, de 2018. Estamos implementando a versdao YOLOv4 atualmente.

O software desenvolvido neste trabalho buscou solucionar o problema de
identificacdo de leveduras vidveis que ficam sobre a linha de marcacdo na camara de
Neubauer, criando uma area de selecdo para que 0 operador possa marcar apenas a area
de contagem de leveduras, a fim de excluir as divisdrias contidas na lamina (Figura 1),

ou seja, as leveduras que estiverem fora da area de selecdo, sdo descartadas.

Figura 1 — Selecdo da area de contagem de leveduras, na cor azul. Os quadrados vermelhos
contornam as células inviaveis e os verdes as viaveis.
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Fonte: Imagem produzida pelos autores do artigo

Os dois métodos implementados sdo comparados com a identificacdo e a
contagem realizadas manualmente por duas pessoas em situacdes diferentes, na imagem
do computador, em uma tela de alta resolucdo. Ambos os softwares com diferentes
métodos foram registrados no Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI)
(GOMIDE et al, 2018 e 2019).

TRABALHOS RELACIONADOS

Algumas tecnologias foram desenvolvidas a fim de possibilitar a contagem de
células de leveduras de forma automatica, como o Nucleo Counter® YC-100™, da
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empresa dinamarguesa Chemometec. O equipamento consiste em uma camera CCD e um
microscopio de fluorescéncia, projetado para detectar sinais do corante fluorescente,
iodeto de propidio (PI), que se liga ao DNA da levedura. (RASCHKA, 2014)

O iodeto de propidio € uma sonda fluorescente, que pode ser usada como corante
celular, com o objetivo de distinguir células apoptoticas e necréticas de células saudaveis,
com base na integridade da membrana. Esse agente € uma molécula que se intercala em
qualquer DNA que esteja com a membrana celular permeavel, para avaliar a viabilidade
celular ou o conteido de DNA na analise do ciclo celular, ou em microscopia, para
visualizar o nucleo e outras organelas contidos no DNA.

Outro equipamento que realiza uma analise de viabilidade celular é o Vi-CELL,
fabricado pela empresa norte-americana Beckman Coulter. O VIi-CELL realiza
automaticamente a contagem e analise de célula por meio do corante azul de tripan,
utilizando uma célula de fluxo continuo e um sistema de analise de imagem.

O Vi-CELL" possibilita 0 manuseio de liquidos, que automatizam a aspiracao de
amostras e 0 manuseio de reagentes. As células sdo aspiradas dos copos de amostra,
depois misturadas com o corante azul tripano e carregadas em uma célula de fluxo. Uma
camera digital captura imagens dessas células e algoritmos de processamento sdo
aplicados aos resultados para distinguir entre células vidveis e ndo viaveis.

Alem das contagens e viabilidades das células, as estimativas dos didmetros e da
circularidade das células também podem ser obtidas por meio do programa. O sistema
automatizado de manuseio de liquidos reduz significativamente as varia¢fes que podem
surgir do manuseio manual, e a automacgdo do processamento de imagens elimina a
subjetividade. Além disso, devido a faixa dindmica estendida, as amostras podem ser
analisadas até 107 células/mL sem diluicdo. Isso melhora a reprodutibilidade e a
confiabilidade dos dados, o que é significativo, porque muitas decisdes de fabricacdo sdo
tomadas com base em contagens de células vidveis e/ou viabilidade de cultura
(THOLUDUR et al, 2006).

O Nalco Yeast Activity Monitor, fabricado pela empresa americana Nalco
Company, € um equipamento que possui reacdo rapida, geradora de fluorescéncia, que
atinge enzimas de leveduras nativas. O equipamento possui uma sonda que é colocada
em contato diretamente com a amostra preparada, proporcionando as taxas de atividade
metabdlica das leveduras (MONGELDO et al, 2011).
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Em (CORREA et al.,, 1990) foi feita a analise de viabilidade de células em
microscopio de fluorescéncia. No entanto, 0 método, apesar de sensivel e simples, é
oneroso e perigoso para o0 operador, pois os corantes utilizados sdo potencialmente
cancerigenos.

Na area de visdo computacional, um possivel candidato para testar a viabilidade
das leveduras ¢ o programa de codigo aberto, CellProfiler™, que identifica e mede
automaticamente uma variedade de objetos bioldgicos em imagens. O CellProfiler™ ¢
um software de analise de imagem modular disponivel gratuitamente, capaz de lidar com
centenas de milhares de imagens. O software é também uma plataforma flexivel e de
cédigo aberto para compartilhamento, teste e desenvolvimento de novos métodos
realizados por especialistas em analise de imagem. Os modulos de identificacéo de células
do CellProfiler™ contém uma variedade de algoritmos publicados e testados para
identificar células baseadas em fluorescéncia. Para identificar efetivamente os objetos
agrupados, o CellProfiler™ contém uma estratégia modular de trés etapas. Primeiro os
objetos aglomerados sdo reconhecidos e separados; segundo, as linhas divisérias entre 0s
objetos sdo encontradas; e, terceiro, alguns dos objetos resultantes sdo removidos ou
mesclados com base em suas medidas, como, por exemplo, seu tamanho ou forma
(CARPENTER et al, 2006) e (LAMPRECHT, 2007).

As medigdes das células sdo acessiveis de varias maneiras: usando as ferramentas
de visualizacdo e plotagem de dados do CellProfiler, exportando em um formato de
planilha delimitado por tabulacGes, que pode ser aberta em programas como o Microsoft
Excel ou no OpenOffice Calc, exportando em um formato que pode ser importado para
um banco de dados como Oracle ou MySQL ou diretamente no MATLAB.

O software é capaz de reconhecer as particulas por diferentes atributos das regies
de interesse (ROI), como a morfologia, cor, grau de correlacdo entre cores, textura, dentre
outros. O software, porém, ndo é especializado em leveduras Saccharomyces cerevisiae
e seu uso é normalmente aplicado na identificacdo de celulas, col6nias, vermes
Caenorhabditis elegans, entre outros micro-organismos. Isso dificulta adotar as técnicas
citadas em avaliagdo de viabilidade de leveduras, por causa da necessidade de adaptagéo
para a deteccéo e classificacdo das mesmas.

Em (MONGELDO et al, 2011), se propos a validacdo do programa BioVic, com o
objetivo de comparar os resultados obtidos na contagem automatica de leveduras viaveis

e inviaveis baseado em visdo computacional, com os métodos de contagem por
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plagueamento e visdo humana. As amostras foram coradas com azul de metileno e as
leveduras viaveis e inviaveis foram contadas em cdmara de Neubauer. As imagens foram
captadas por meio de um microscopio Optico e submetidas a reconhecimento de padrdes
com técnicas de visdo computacional.

Os resultados mostraram que o BioViC contou melhor as leveduras inviaveis
(azuis) porque as linhas que formam o reticulo da cdmara de Neubauer dificultaram a
andlise das imagens na contagem das células viaveis (incolores).

Em (SOUZA, 2015), se propde o desenvolvimento de uma aplicacdo para a
identificacdo e contagem de leveduras, separadamente em viaveis e inviaveis, utilizando
4 técnicas de visdo computacional a partir do algoritmo do histograma de palavras visuais
(Bag-of-Word - BoW), CCV (Color Coherence Vectors), CM (Color Moments), BoC
(Bag-of-Color) e OpC (Opponent Color). O CCV extrai informacdo de cor atraves de
regides ou aglomerados de uma mesma cor. O CM extrai informacdo de cor através da
média e variancia aplicada em cada imagem. O BoC é um histograma de cor, cujo objetivo
é extrair as frequéncias de determinadas cores. O OpC é uma variante que aplica 0 Bow
em cada canal de cor.

O autor em (SCHIER, 2011) utilizou e avaliou a técnica FRT (Fast Radial
Transform) para contar colbnias de leveduras em placas de Petri. Esta técnica foi utilizada
para localizar leveduras na imagem, onde o maior problema foi contar as leveduras de
forma separada, uma vez que cada col6nia possui um grupo de leveduras, que muitas
vezes apresentavam sobrepostsa umas as outras. Os testes foram realizados com 245
imagens contendo coldnias de leveduras de diferentes formas. Os resultados mostraram
que a técnica FRT apresentou uma taxa de erro menor que 0.04 para a contagem de
coldnias de leveduras.

A pesquisa apresentada em (LUCARINI et al, 2011) descreve o desenvolvimento
de um sistema semiautomatico de contagem de micro-organismos utilizando técnicas de
processamento de imagens. A metodologia se baseia na técnica tradicionalmente utilizada
em microbiologia, de contagem de células em camara de Neubauer. O sistema captura
imagens de um microscopio éptico por meio de uma camera de video e envia a imagem
para um computador. Neste, a imagem ¢é digitalizada, pré-processada, com o intuito de
remover o fundo da imagem e a binariza, utilizando um algoritmo de limiarizacéo e depois
quantifica 0os micro-organismos existentes em uma amostra usando um algoritmo de

rotulacdo de areas conectadas.
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O sistema apresentou alguns erros na contagem de leveduras devido a uma
ampliacdo demasiado exagerada na imagem, fazendo com que as células ficassem com o
centro muito claro, de forma a contar duas ou mais células onde s6 existia uma. Outros
dois problemas que geraram erros de contagem foram a concentragéo de células sobre as

linhas de marcacao e a falta de foco.

RESULTADOS OBTIDOS

Durante os experimentos realizados para se obter a viabilidade celular, foi
capturado um total de 40 imagens com uma camera digital de video, conectada ao
microscopio Optico, para avaliar a acurdcia do método, tanto utilizando a viséo
computacional com a biblioteca OpenCV como com o framework YOLO. O resultado da
contagem e deteccdo das leveuras foram obtidos em menos de trés segundo para os dois
métodos.

Como mostra a figura 2, na primeira contagem, o framework YOLO identificou
53 leveduras vivas e 53 leveduras mortas. A contagem € realizada apenas dentro da area
de selecdo (linha azul). As leveduras que estdo fora ou em cima da area de selecdo séo,
portanto, descartadas pelo software. As leveduras viaveis estdo marcadas com a cor verde

e as leveduras inviaveis com a cor vermelha.

Figura 2 - Primeira imagem para teste de viabilidade celular com YOLO. Células viaveis estdo

contornadas por um quadrado verde, células inviaveis, vermelho.
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Fonte: Imagem produzida pelos autores do artigo

Na segunda amostra, ainda utilizando o framework YOLO, obtivemos 48

leveduras vivas e 46 leveduras mortas, como na figura 3.
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Na terceira amostra, utilizando o framework YOLO, gerou o resultado de 48

leveduras vivas e 42 leveduras mortas, como na figura 4.

Figura 3 - Segunda imagem para teste de viabilidade celular com YOLO

Fonte: Imagem produzida pelos autores do artigo

Figura 4 - Terceira imagem para teste de viabilidade celular com YOLO

Y

Fonte: Imagem produzida pelos autores do artigo

Depois que as 40 imagens foram analisadas e contadas utilizando a aprendizagem
profunda, o mesmo método foi adotado para a identificacdo de leveduras por meio da
biblioteca de visdo computacional OpenCV. A seguir sdo mostradas a identificagdo das
primeiras imagens coletadas.

A primeira amostra processada pelo OpenCV, identificou 52 leveduras vivas e 52
leveduras mortas, ou seja, uma levedura viavel e uma levedura inviavel a menos que o
método de Deep Learning, como na fig. 5. Isso se deve ao fato do OpenCV néo conseguir
separar muito bem as leveduras que estdo agrupadas, como mostra as imagens.

Na segunda amostra analisada pelo OpenCV, duas leveduras invidveis ndo foram
contabilizadas devido ao agrupamento de algumas células. Foram identificadas, portanto,

48 leveduras vivas e 44 leveduras mortas, como na fig. 6.
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Figura 5 - Primeira imagem para teste de viabilidade celular com OpenCV. Células viaveis

estdo marcadas de verde, células inviaveis, vermelho
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Fonte: Imagem produzida pelos autores do artigo

Figura 6 - Segunda imagem para teste de viabilidade celular com OpenCV

Fonte: Imagem produzida pelos autores do artigo

Figura 7 - Terceira imagem para teste de viabilidade celular com OpenCV

1

Fonte: Imagem produzida pelos autores do artigo

A terceira amostra, utilizando a biblioteca OpenCV, identificou 48 leveduras vivas
e 42 leveduras mortas, como na fig. 7. Todas as 40 imagens foram analisadas,
identificadas e contadas pelos dois métodos desenvolvidos por este trabalho, assim como

por um especialista, manualmente.

412



Os experimentos foram realizados em conformidade com a metodologia aplicada
descrita anteriormente, submetidos a andlise estatistica do teste do erro quadratico Qui-
Quadrado (X?), sendo o nivel de significancia estabelecida em 0,05 (Tabela 1), com a
matriz de confusdo, como mostrada nas tabelas 2 e 3 e explicada a seguir.

O teste de independéncia Qui-Quadrado é usado para determinar se existe uma
associagdo entre a varidvel de linha e de coluna, em uma tabela de contingéncia construida
a partir de dados da amostra. A hipdtese nula é de que as variaveis ndo estdo associadas,
isto é, eles sdo independentes. A hipétese alternativa é de haver uma associacao
estatisticamente significativa entre as variaveis.

Verifica-se que o resultado ndo é significativo em p > 0,05. Portanto, néo foi
encontrada diferenca significativa entre a analise manual, realizada como foi descrita
anteriormente, e o software desenvolvido, que utiliza os métodos de visdo computacional
e de aprendizado profundo, para contagem de leveduras. Com base neste resultado,
considera-se que o sistema se mostra eficiente quando comparado com o trabalho do
especialista.

Segundo (RASCHKA, 2014), a matriz de confusdo, também conhecida como
matriz de erro, € uma maneira de resumir o desempenho de um classificador para tarefas
de classificacdo binaria. J& (CONGALTON, 1991) define como sendo uma das técnicas
mais utilizadas de avaliacdo de acurdcia da classificacdo de dados. Ela contém
informacdes sobre a classificacdo realizada por um determinado sistema, onde seus dados
demonstram o desempenho de tais sistemas.

A matriz de confusdo é uma tabela que mostra as frequéncias de classificacéo para
cada classe do modelo:

. Verdadeiro positivo: ocorre quando a levedura viavel é identificada pelo
software, como previsto pela contagem manual.

. Falso positivo: ocorre quando a levedura viavel ndo é identificada pelo
software, diferente da contagem manual.

. Verdadeiro negativo: ocorre quando a levedura inviavel é identificada pelo
software, como previsto pela contagem manual.

. Falso negativo: ocorre quando a levedura inviavel ndo é identificada pelo
software, diferente da contagem manual.

Observando a tabela 2, podemos perceber que o sistema com metodos de

aprendizado de méaquina previu a identificacdo correta de leveduras viaveis 1364 vezes e
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de leveduras inviaveis 808 vezes. Portanto, 3 leveduras viaveis nao foram identificadas
corretamente e 63 leveduras inviaveis nao foram identificadas corretamente.

Nesse contexto, nosso modelo teve uma acuracia de 97,05%, pois acertou 2172
das 2238 previsbes. A acuracia € a razdo entre o somatorio das previsdes corretas

(verdadeiros positivos e verdadeiros negativos) sobre o somatério total das previsoes.

TABELA 1: NUMERO TOTAL DE LEVEDURAS CONTADAS ATRAVES DE
MICROSCOPICO (N=0,05)

Contagm L_evedu ras Leveduras Chi- o valor
vivas mortas Quadrado
Manual 1367 871
OpenCV 1341 800 1.6892 0.429737
YOLO 1364 808

Fonte: Elaborada pelos autores

TABELA 2: MATRIZ DE CONFUSAO COM APRENDIZADO DE MAQUINA

Leveduras Vivas Leveduras Mortas
Leveduras Vivas 1364 3
Leveduras Mortas

63 808

Fonte: Elaborada pelos autores

TABELA 3: MATRIZ DE CONFUSAO COM OPENCV

Leveduras Vivas Leveduras Mortas
Leveduras Vivas 1341 26
Leveduras Mortas 71 800

Fonte: Elaborada pelos autores

414



Para se ter a viabilidade celular, calcula-se a porcentagem de leveduras viaveis
sobre o total de leveduras contidas na amostra. Para a amostra citada acima, obtivemos o
total de 2172 registradas pelo sistema, sendo 1364 leveduras vivas. Portanto a viabilidade
celular é de 62,79%.

Uma nova matriz de confusao foi gerada para avaliar o nivel de acerto do método
cv::SimpleBlobDetector, contida no framework OpenCV. Como observado na tabela 3, a
funcdo previu corretamente 1341 leveduras viaveis e 800 leveduras invidveis. Nesse caso,
26 leveduras viaveis e 71 leveduras inviaveis nao foram identificadas pela funcdo do
OpenCV. A viabilidade celular é de 62,63%. O modelo teve uma acuracia de 95,66%,
pois acertou 2141 das 2238 previsoes.

Para calcular a viabilidade celular obtida pela contagem manual, devemos obter a
quantidade total de leveduras vivas, multiplicar por 100 e depois dividir o resultado pela
quantidade total de leveduras, ou seja, 0 método manual obteve 61,08% de viabilidade

celular.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Esse trabalho demonstra dois métodos automaticos para identificar e contar
leveduras viaveis e inviaveis, gerando resultados com grande precisao e rapidez. Devido
a acuréacia e precisdo dos resultados, os dois métodos se apresentam como uma forma de
substituir a contagem manual de leveduras nas usinas de agucar e alcool, demonstrando
ser possivel automatizar o processo de contagem de leveduras durante a fermentacdo de
cerveja, de forma rapida e precisa.

O método de aprendizagem profunda, utilizando o framework YOLOvV3,
identificou e contou melhor as leveduras inviaveis e viaveis em relacdo ao método de
contagem por visdao computacional, baseado em técnica de deteccdo de contorno da
biblioteca OpenCV.

Em relagdo ao método de contagem manual, os dois métodos utilizados por essa
pesquisa, para identificacdo e contagem automatica de leveduras, mostrou resultados que
se aproximam do resultado obtido manualmente, em um tempo muito menor, de forma a
garantir a confiabilidade na obtencdo da viabilidade celular durante a fermentagdo do

mosto para producao de cerveja.
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A implementacdo de métodos automaticos, na linha de producéo de cerveja, vai
reduzir custos e aumentar a eficiéncia do processo de contagem de leveduras, em um

tempo mais reduzido.

AGRADECIMENTOS

Os autores gostariam de agradecer o Conselho de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPq) e a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais

(FAPEMIG) pelo apoio financeiro recebido.

REFERENCIAS

BOCHKOVSKIY, A., WANG, C.Y., LIAO, H.-Y. M., YOLOv4: Optimal Speed and
Accuracy of Object Detection), arxiv.org, arXiv:2004.10934, 2020.

CARPENTER, A.E. et al., CellProfiler: image analysis software for identifying and
quantifying cell phenotypes. Genome Biol. 7, R100, 2006.

CARVALHO, G. B. M.; BENTO, C. V.; SILVA, J. B. A., Elementos Fundamentais no
Processo Cervejeiro: 12 parte- As leveduras. Revista Analitica. S&o Paulo, 2006.
BRIGGS, D. E., Malts and malting. London: Blackie Academic and Professional,
Gaithersburg:Aspen, 1998. 796p.

CECCATO-ANTONINI, S. R., Microbiologia da fermentacdo alcoodlica: a importancia
do monitoramento microbioldgico em destilarias. Sdo Carlos: EQUFSCar, Vol. 27, p. 120,
N° 5, 2010.

CONGALTON, R. G., A review of assessing the accuracy of classifications of remotely
sensed data. Remote Sensing of Environment, v. 49, n. 12, 1991, p. 1671-1678
CORREA, B. et al, Método fluorescente (diacetato de fluoresceina e brometo de etidio)
para o estudo da viabilidade de cryptococcus neoformans em liquor. Ver. Inst. Med. Trop.
Sé&o Paulo v. 32, p.46-50, 1990.

GOMIDE, J.V.B., CUNHA, E. V., YeastSoft, counting yeast cells automatically. Patente:
Programa de Computador. Numero do registro: 512018052212-2, data de registro:
27/11/2018, titulo: "YeastSoft, counting yeast cells automatically” , Instituicdo de
registro: INPI - Instituto Nacional da Propriedade Industrial, 2018.

416



GOMIDE, J. V. B., CUNHA, E. V., GOMIDE, G. B., YeastSmartCount, counting yeast
cells automatically with artificial intelligency. Patente: Programa de Computador.
NUmero do registro: 512019001821-4, data de registro: 31/07/2019, Instituicdo de
registro: INPI - Instituto Nacional da Propriedade Industrial, 2019.

GONZALEZ, Rafael C. e WOODS, Richard E., Processamento Digital de Imagens. Sdo
Paulo: Pearson Education do Brasil. 2010.

KULOWIEC, G., QUICK, M.; SHEPARD, S., Comparing automated and manual cell
counts for cell culture applications. Bioprocess Int., 2006, 4, 28-34.

LABELIMG, projeto de codigo aberto disponivel, Labellmg, no GitHub, em
https://github.com/tzutalin/labelimg, acessado em 20 de fevereiro de 2022.
LAMPRECHT M.R.; SABATINI D.M.; CARPENTER A.E., CellProfiler: free, versatile
software for automated biological image analysis. BioT(echniques, v. 42, 2007, pp. 71-
75.

LUCARINI A. C.; SILVA L. A,; BIANCHI R. A. C. Um sistema para a contagem semi-
automatica de microorganismos. PESQUISA & TECNOLOGIA FEI - N° 26, 2011, p 36-
40. Disponivel em http://fei.edu.br/~rbianchi/publications/RevistaFEI12004-a.pdf
acessado em 20 de fevereiro de 2022.

MCCONELL, S., Code Complete: A practical handbook of software-construction
practices. Second Edition. Microsoft Press, Redmond, WA, EUA, 2004.

MONGELO, A. I, DASILVA, D. S., QUINTA, L. N. B., PISTORI, H., E CEREDA, M.
P., Validacdo de método baseado em visdo computacional para automacéo de contagem
de viabilidade de leveduras em industrias alcooleiras. paginas 17-21 Outubro, Bento
Gongalves, RS, 2011.

OPENCV, biblioteca de codigo aberto de visdo computacional, OpenCV, disponivel em
https://opencv.org/, acessado em 20 de fevereiro de 2022.

QT, portal oficial do software de desenvolvimento Qt, em https://www.qt.io/, acessado
em 20 de fevereiro de 2022.

RASCHKA, S., An Overview of General Performance Metrics of Binary Classifier
Systems. arXiv preprint arXiv:1410.5330, 2014.

REDMON, J., DIVVALA, S., GIRSHICK, R. and FARHADI, A., You Only Look Once:
Unified, Real-Time Object Detection, arxiv.org, arXiv:1506.02640, 2015.

REDMON, J., YOLOvV3: An Incremental Improvement, arxiv.org, arXiv:1804.02767,
2018.

417



SCHIER, J. K.; B., Automated Counting of Yeast Colonies using the Fast Radial
Transform Algorithm. Bioinformatics, p. 22-27, 2011.

SOUZA J. S., ldentificacdo de Viabilidade de leveduras com corante vital utilizando
histogramas de palavras visuais em imagens coloridas. Dissertacdo de Mestrado da
UFMS, 2015.

THOLUDUR, A.; GIRON, L.; ALAM, K.; THOMAS, T.; GARR, E.; WEATHERLY,
KULOWIEC, K.; QUICK, M.; SHEPARD, S., Comparing automated and manual cell

counts for cell culture applications. Bioprocess Int., 2006, 4, 28-34.

Recebido em: 01/02/2022
Aprovado em: 01/03/2022
Publicado em: 03/03/2022

418



