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DESCRIÇÃO DO GRUPO DE PESQUISA VINCULADO AO PROJETO
O Projeto está vinculado ao Grupo de Pesquisa Biotecnologia Aplicada a Agroindústrias registrado no CNPq, do qual a Orientadora é Líder

Explica-se que a presente proposta faz parte, como subprojeto de um tema mais amplo que envolve três Universidades do Mato Grosso do Sul (UCDB, UEMS e UFGD) e, recentemente, a Universidade de São Paulo através de sua unidade Centro de Energia Atômica na Agricultura (CENA) e as empresas a Belt do Brasil de Bento Gonçalves, SUREPURE “Latin America Maquinas de Purificação UVC” de São Paulo, Capital, e Germetec do Rio de Janeiro, RJ. 

Os principais projetos aprovados com os quais o projeto tem interface com a presente proposta são:

· Uso de radiação UVC na redução de carga microbiana e efeito sobre a fermentação do caldo de cana da cultivar RB 7515. Trata-se de projeto aprovado no CNPq com o qual a orientadora mantém Bolsa de Pesquisador. O projeto fez parte do Programa PIBIC com Viviane dos Santos Sobrinho como Bolsista e a Mestranda Valéria Cristina Ferreira da Silva como tema de Dissertação no Programa de Pós-graduação em Biotecnologia

· Uso de Visão Computacional no Controle Microbiológico em Processos de Produção de Álcool. Hemerson Pistori e Marney Pascoli Cereda. Participação da acadêmica Lia Balta Quinda com bolsa da Belt do Brasil. 

· Isolamento, avaliação e identificação de leveduras selvagens em caldo de cana e de ambientes de destilarias do Matogrosso do Sul. (submetido à FUNDECT Edital Universal) 
· Inovações em fermentação alcoólica do caldo de cana de caldo de cana-de-açúcar pelo uso de radiação UV entre 235 e 280 nm: redução da carga de contaminantes, seleção de leveduras para as condições do Estado, avaliação de leveduras selvagens resistentes a UV e simplificação do controle da contaminação. Hemerson Pistori e Marney Pascoli Cereda. Participação da acadêmica Lia Balta Quinta com bolsa da Belt do Brasil (submetido). 
A necessidade de uma contagem de leveduras menos subjetiva e, sobretudo menos desgastante do ponto de vista humano, surgiu destas pesquisas e pode ser considerada como uma grande inovação para o setor, e destaque ao ser divulgado para as empresas no Mato Grosso do Sul.
1. ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA
As pesquisas no Mato Grosso do Sul sobre aplicação de visão computacional na área de biotecnologia iniciaram-se em 2004 no Grupo de Pesquisa em Engenharia e Computação da UCDB e foram intensificadas em 2006 com a implantação do primeiro programa de pós-graduação em Biotecnologia desse estado. Projetos financiados pelo CNPQ, FINEP e FUNDECT ajudaram a consolidar o conhecimento do grupo nessa área, que nestes últimos anos vêm produzindo importantes sistemas de visão computacional para automatizar, por exemplo, a análise de comportamento de camundongos, a contagem de larvas vivas do Aedes e a classificação de peças de couro bovino.  
Desde 2006 o Estado do Mato Grosso do Sul tem sido favorecido com instalação de Usinas de Açúcar e Álcool. O sistema adotado no Estado para avaliar as leveduras viáveis é o tradicional com poucas melhorias em relação ao que tem sido usado no Brasil há 50 anos. A pesquisa que deu origem ao “software” de contagem contou com a colaboração e interesse da Belt do Brasil. Para ser divulgada em nível de empresas do Estado há necessidade da validação com métodos clássicos de microbiologia.
A validação do sistema usando a visão computacional para o acompanhamento da viabilidade de levedura poderá ter um impacto importante no desempenho das usinas de álcool do Mato Grosso do Sul e de outras regiões do país, destacando o Estado no setor sucroalcooleiro.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Validar um programa de computador, baseado em visão computacional, como forma de melhorar o desempenho das usinas no acompanhamento da viabilidade de leveduras em imagens digitalizadas de lâminas tratadas com corantes vitais, comparando-o com o método usado pelas Usinas (câmara de Neubauer) e método microbiano clássico de contagem em placas.

2.2. Objetivos Específicos

Avaliação da viabilidade da levedura por plaqueamento, avaliação da viabilidade da levedura por contagem em lâmina com corante vital em mostos de caldo de cana ajustados a BRIX 12,0 durante o tempo de fermentação.
Captação e tratamento das imagens a serem utilizadas no software para a contagem de células viáveis e não viáveis.
Correlação dos resultados obtidos com o “software”, a técnica usada nas Usinas e o método microbiano clássico de contagem em placas.
3. REVISÃO DA LITERATURA
A agroindústria do álcool tem apresentado uma grande expansão de desenvolvimento em vários estados brasileiros. No Estado de Mato Grosso dos Sul este grande potencial para o crescimento do setor sucroalcooleiro ocorre em grande parte por este apresentar extensas áreas agricultáveis e áreas de pastagens degradadas, os quais poderão ser cultivados com cana-de-açúcar. 
Como toda a produção de álcool ocorre por via fermentativa, é fundamental o acompanhamento do processo. A infecção bacteriana na fermentação pode causar danos ao processo tais como: consumo de açúcar; formação de goma; floculação do fermento; inibição e queda da viabilidade das leveduras devido às toxinas e ácidos orgânicos excretados no meio; e, por consequência, redução no rendimento e na produtividade da fermentação (AMORIM e OLIVEIRA,1982; ALTERTHUM, F. et al. 1984; YOKOYA, 1991).
Devido à importância socioeconômica da produção biológica de etanol no Brasil e no mundo, tendo em vista a utilização deste produto em indústrias de alimentos e, como fonte combustível ecologicamente correta, estudos visando à obtenção de melhores procedimentos tecnológicos no processo fermentativo tornam-se de fundamental importância. Observa-se que durante a fermentação alcoólica, a presença do álcool etílico ocasiona queda na viabilidade celular (BROWN, et. al.1981; RHEINBOLDT, et. al., 1987.) e esta queda ocorre com maior intensidade quando o álcool é gerado endogenamente (LOUREIRO e FERREIRA, 1983; NAGODAWITHANA e STEINNKRAUS, 1990; LEITE e FRANÇA, 1990.)
De acordo com Amorim et al. (1985) as destilarias alcoólicas brasileiras operam com o sistema de fermentação denominado "Melle-Boinot" ou com fermentação contínua , nos quais as leveduras são reciclado por fermentações consecutivas, durante toda a safra canavieira. O estudo da reciclagem torna-se de vital importância quando da análise dos teores de compostos tóxicos à fermentação, visto que, se eles são produzidos durante o processo e podem acumular-se no inóculo promovendo perdas de viabilidade, abaixando a eficiência e piorando a produtividade industrial. (OKOLO,1987).
Além da escolha e da preparação do fermento, algumas condições ótimas devem ser mantidas durante o processo industrial no sentido de obter produtividade máxima de etanol a partir dos açúcares fermentescíveis. Entre os parâmetros a serem considerados, devem figurar, entre outros, o teor de fermento na dorna, a viabilidade celular, a ocorrência de infecções, o pH, a temperatura e a concentração de açúcar redutor total no mosto. Há, dessa forma, necessidade de um rigoroso controle do processo de fermentação, envolvendo a avaliação dos rendimentos práticos e simultaneamente o monitoramento microbiológico. (CECCATO-ANTONINI,2004)
O método usado para verificar o grau de viabilidade da levedura usa corante vital. A levedura viável não absorve o corante enquanto as células não metabolizantes de levedura não viável assumem a cor do corante escolhido. Um operador, usando um microscópio conta as centenas de células e calcula a razão entre as células coradas e a quantia total. O resultado é expresso em % de viabilidade. (SZABO,2001). Segundo esse mesmo autor para um processo eficiente, a viabilidade da levedura deve ser medida com exatidão. 
Esse método foi avaliado em comparação ao método microbiano clássico de contagem em placas com dois corantes vitais (azul de metileno e eritrosina) por Castro, Cereda e Brasil, (1982) antes de ser implantado como análise de rotina da Usina da Barra, SP e posteriormente adotado pela empresa paulista FERMENTEC como padrão. 
Quinta (2009) relata que na área da visão computacional, são desenvolvidos algoritmos para obtenção de informações a partir de imagens, buscando a automatização de tarefas geralmente associadas à visão humana. Na visão humana, os olhos capturam as imagens e posteriormente o cérebro realiza a análise e identificação de seu conteúdo. A visão computacional apresenta uma série de etapas para reproduzir essa tarefa realizada pelos seres humanos. 
A técnica utilizada para a determinação de viabilidade de células tem limitações pela forma subjetiva de contar as células e, sendo manual consume muito tempo do operador. A pesquisa se justifica na validação de um sistema de visão computacional (software), para a realização do controle de viabilidade de leveduras de forma automatizada durante o processo fermentativo. 
4. METODOLOGIA
O trabalho será desenvolvido nos Laboratórios do Centro de Tecnologia para o Agro-negócio (CeTeAgro) da Universidade Católica Dom Bosco, MS e ambiente do Laboratório do Grupo de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovação em Visão Computacional (INOVISÃO)  da UCDB. 
4.1. Matéria-prima e extração do caldo: 

Será utilizado caldo da cultivar de cana da variedade RB – 75-7515 ) implantada na Base de Pesquisa São Vicente, localizado na Fazenda Lagoa da Cruz, a 20º 24´ 39.20” S e 54º 37´ 12.75”, no município de em Campo Grande/MS. Serão utilizados cerca de 100 litros de caldo de cana para realização dos testes. A extração do caldo de cana será feita em moenda movida a eletricidade Modelo Botimetal B 120. Antes de cada extração será realizada a higiene com água comum de torneira não tratada. Os 5 primeiros litros de caldo serão descartados. O caldo será coletado em recipiente plástico limpo. Os experimentos serão realizados em triplicata para cada uma das quatro leveduras selecionadas.
4.2. Preparo do mosto
 O mosto será preparado pela diluição do caldo com água de torneira sem treatamento químico. O Brix do caldo medido após o tratamento será ajustado entre 12° Brix (NOGUEIRA e VENTURINI FILHO, 2005) usando-se densímetro de Brix. 

4.3. Fermentação alcoólica

Serão utilizadas porções em triplicata de 1,5 litros de mosto com Brix 12. Esses volumes serão acondicionados em frascos plásticos de 2 litros, dotados de batoque hidráulico para impedir a entrada de ar. Serão realizadas análises de pH, Brix, AR e ART. O frascos em triplicata serão inoculados com quatro tipos de leveduras comerciais: Itaiquara e Fleishmann (frescas) e Pedra 2 e Catanduva como leveduras desidratadas selecionadas. Cada experimento receberá o equivalente a 1% de fermento expressos em base seca.
Os frascos serão mantidos em DBO a 30º até o ºBrix se estabilize após duas leituras feitas com 24 horas de diferença, o que será verificado por refratômetro de campo. Durante o processo de fermentação os frascos serão amostrados cada vez que o valor de Brix caia para metade do valor ajustado em 12,0 (Brix 6 e 3) e usado para análises de caracterização físico-químico e avaliação da viabilidade das leveduras. Uma vez estabilizado o Brix, amostras de 500 ml serão retiradas, coadas em tecido fino e analisadas para estabelecer o teor alcoólico, açúcares redutores (AR) e açúcares redutores totais (ART), para estabelecimento do rendimento do processo. Amostras de caldo não diluído, diluído e em fermentação serão caracterizadas como descrito no item características físico-químicas e avaliação da viabilidade das leveduras. Os mostos assim preparados serão também caracterizados. Os frascos contendo mosto inoculado serão acompanhados com leituras de Brix e AR ART, acidez, pH, plaqueamento e contagem de células viáveis e não viáveis.
4.4. Análises de controle e acompanhamento do experimento: 

Amostras de caldo não diluído, diluído e em fermentação serão analisadas em relação suas características físico-químicas e avaliação da viabilidade de leveduras.
4.5. Características físico-químicas: 

A determinação do pH será realizada de acordo com a metodologia descrita no manual de Métodos Oficiais do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2005) A leitura do Brix será realizada com ajuda de refratômetro ou aerômetro de Brix. Os carboidratos solúveis serão dosados como açúcar redutor (AR) e açúcar redutor total (ART) por Somogyi-Nelson (NELSON, 1944) com uso de Curva Padrão de glicose e leitura em espectrofotômetro a 535 nm. O teor alcoólico será determinado em laboratório por destilação e com o uso de um alcoômetro, segundo Amerine & Ough (1976).
4.6. Avaliação da viabilidade da levedura por contagem em lamina com corante vital

Será usado o corante metileno azul segundo Ceccato-Antonini (1996). Para uso será feita a mistura de partes iguais da suspensão de levedura, adequadamente diluída, e da solução corante. A amostra será transferida para a câmara de Neubauer e as contagens realizadas em microscópio ótico (aumentos de 400 a 1000 X) com interface com equipamento para captação de imagem.
4.7.Avaliação da viabilidade da levedura por plaqueamento

A semeadura da levedura será feita em placas de Petri, contendo meio de cultura Agar Batata, solidificado e resfriado a uma temperatura de 45-46 ºC. Das amostras serão feitas diluições decimais para se atingir entre 30 e 300 UFC, feitas as diluições será transferida uma alíquota para a placa adicionando-se uma alíquota da suspensão de células com a diluição desejada. As placas serão semeadas em triplicatas e incubadas a 32oC por 24-48 horas, e posteriormente contadas com intervalo de 24 horas e expressas em unidades formadoras de colônias por litro (UFC.L-1).
4.8.Avaliação da viabilidade da levedura utilizando a visão computacional 


Um equipamento de captura Marca Bodelin Technology, Modelo OS-HR-BASE) com lentes de aumento 400X faz a coleta das imagens da lâmina (90 campos) que através de um cabo USB são transferidos para um laptop ou PC, onde estará instalado o “software” de contagem, dotado de módulo de pré-processamento para redução de ruídos, módulo de segmentação para isolar as regiões contendo células, módulo de reconhecimento de padrões que identificará os diferentes cores de células e módulo que contará as células diferenciadas pela cor. Em situações em que ocorram aglomerados de células muito complexos, o “software” deverá ignorar essas regiões e estimar o total de células com base nas amostras passíveis de contagem. Uma biblioteca de classes Java (SIGUS), implementada em projetos anteriores, correlatos, será utilizada no projeto. 
5. CRONOGRAMA DE EXECUÇÃO 
	
	Bimestres

	Atividades
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	Revisão da literatura
	X
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	X
	X
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	Adaptação e implantação de metodologia
	X
	X
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	Experimento levedura Fleishmann
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	X
	
	
	
	
	
	

	Experimento levedura Pedra 2
	
	
	
	
	
	
	X
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	Experimento levedura Catanduva
	
	
	
	
	
	
	
	
	X
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	Redação de relatório parcial
	
	
	
	
	
	X
	
	
	
	
	
	

	Uso do software no tratamento das imagens
	
	
	
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X

	Tratamento das amostras e avaliações
	
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X

	Tabulação e organização dos resultados
	
	
	X
	X
	X
	X
	X
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	Redação de relatório final e artigos
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	X
	X

	Defesa da Dissertação
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	X


6. RESULTADOS ESPERADOS
Ajuste do sistema de visão computacional com as técnicas tradicionais de avaliação de viabilidade de levedura, permitindo assim às usinas a automatização da contagem de leveduras e dessa forma permitir tomadas de decisão rápidas e precisas sobre a necessidade de intervenção no processo fermentativo e também possibilitar as usinas de processar uma maior quantidade de amostras dia. Domínio de tecnologia que poderá ser depois aplicada em outros setores da indústria regional, ressaltando que a pesquisa é original e inédita. 

7. IMPACTOS E BENEFÍCIOS ESPERADOS PARA MATO GROSSO DO SUL
A utilização da visão computacional para o controle da viabilidade celular será um marco tecnológico para o estado de Mato Grosso do Sul, tendo em vista que será uma ferramenta inédita e inovadora, possibilitando dessa forma que as usinas instaladas ou a serem instaladas façam o uso da mesma proporcionando maior agilidade dos resultados e maior precisão. Também como benefício será considerado a possibilidade de patentear esse software, assim como formação e treinamentos de recursos humanos de alta capacitação técnica, que poderá atuar no Estado. Validado o sistema a mesma será transferida para as condições das Usinas pela parceria estabelecida com o Sindicato da Indústria de Fabricação de Açúcar e Álcool do Mato Grosso do Sul como representante das beneficiadas.
8. Motivos pela escolha do curso e perspectivas após a sua conclusão
Engenheiro Agrônomo formado em 2008, ministrando aulas em um curso Técnico de Açúcar e Álcool, tendo dificuldades em encontrar material didático relacionado ao processo produtivo do álcool, assim como da constatação nas visitas realizadas nas usinas da dificuldade de contratação de mão-de-obra qualificada, ingressei no Mestrado em Biotecnologia da UCDB, única na região Centro-Oeste e assim poder utilizar as ferramentas, princípios e conceitos da moderna Biotecnologia, visando à geração de novos produtos e processos. A possibilidade de atuar em atividades de ensino, pesquisa e capacitação para aplicar novas tecnologias no setor sulcroalcoleiro com foco na melhoria do desempenho do processo fermentativo.
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