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Zastosowanie cyfrowej analizy obrazu
do badan morfologii i fizjologii
grzybow nitkowych

Marcin Bizukoj¢, Stanistaw Ledakowicz
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Application of digital image analysis for the investigations on the
morphology and physiology of filamentous fungi

Summary

The possibilities given by the digital analysis of microscopic images in the
area ofthe investigation of morphology and physiology of filamentous fungi are
presented in this article. At the beginning, theoretical background ofthe digital
image analysis from the form of the image, through the mathematical functions
used for their processing, to the determination of the objects’ dimensions are
described. In the second part of the article, practical application of the dis-
cussed techniques was presented on the basis of the investigation of physiolog-
ical and morphological properties ofAspergillus niger in the process of citric acid
biosynthesis.
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1. Wstep

We wspoiczesnej nauce obraz badanego obiektu stanowi nie-
ocenione zZrddto informacji. Szczegdlnie w naukach biologicz-
nych i medycznych chetnie korzysta sie z zaawansowanych tech-
nik obrébki obrazu zaréwno w celach diagnostycznych, jak i ba-
dawczych. W mikrobiologii i inzynierii biochemicznej cyfrowa
analiza obrazu jest podstawowym narzedziem stuzacym jakos-
ciowemu oraz ilosciowemu okreslaniu wlasciwosci badanych mi-
kroorganizmoéw poczawszy od bakterii, poprzez drozdze i grzyby
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nitkowe az do tkanek roslinnych czy zwierzecych. Na podstawie obrazéw mikrosko-
powych zapisywanych w pamieci komputera, okres$la sie cechy morfologiczne, takie
jak ksztatt i rozmiary badanego obiektu. Takze wtasciwosci biochemiczne czy fizjo-
logiczne danego mikroorganizmu lub tkanki moga by¢ iloSciowo okreslone dzieki
zabarwieniu pewnych struktur komérkowych. W tym przypadku wykorzystuje sie
czesto zaawansowane metody barwienia preparatow mikroskopowych oraz ztozone
procedury obrébki kolorowych obrazéw. W artykule tym podano przyktad zastoso-
wan metod cyfrowej analizy obrazu do badania grzybow nitkowych, ale przedsta-
wione tu techniki moga by¢ z tatwos$cia rozszerzone na inne mikroorganizmy.

2. Zasady cyfrowej analizy obrazu

2.1. Cyfrowa posta¢ obrazu

Obraz widziany ludzkim okiem poprzez okular mikroskopu nie jest wystarcza-
jacy do wspoéiczesnych celéw naukowych, gdyz jego analiza ogranicza sie tylko do
jakosciowej oceny widzianych obiektéw. Dlatego systemy do obserwacji mikroorga-
nizmow nie moga sie zatem oby¢ bez uktadoéw rejestrujacych obraz w postaci apara-
tow fotograficznych czy tez kamer CCD (Coupled Charge Device).

Kamera CCD jest urzadzeniem péitprzewodnikowym dziatajacym jak przekaznik
pomiedzy wchodzgcym Swiattem i tadunkiem elektrycznym [l].Jej sercem jest matry-
ca CCD skfadajaca sie z prostokatnej tablicy swiattoczutych elementéw zwanych pik-
selami. Zasada dziatania matrycy CCD jest ScisSle zwigzana z korpuskularng naturg
Swiatta. Foton o odpowiedniej energii moze wybi¢ elektron z pasma walencyjnego
potprzewodnika tworzac pare elektron-dziura. Tak zwane wolne fotoelektrony zbie-
rajg sie w studniach potencjatu. Fotoelektrony sg wzmacniane i przeksztatlcane w sygnat
elektryczny. Ten za$ z kolei przeksztalcany jest do wartosci dyskretnych przez analo-
gowo-cyfrowy konwerter, tworzac obraz [1]. Obraz przekazany z kamery w koricu
zostaje przestany do pamieci komputera i tam zapisany jest w postaci mapy bitowe;j.

Z matematycznego punktu widzenia obraz w postaci mapy bitowej jest macierzg
prostokatng (w szczeg6lnych przypadkach kwadratowa) sktadajacag sie z / = I...m
pikseli wierszy oraz j = ]...n pikseli kolumn:

fu fn /. m
21 f2 f2n

OBRAZ = " v . Q
ml m2 fm jfmn
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Odpowiadajacy kazdemu z elementéw takiej macierzy pojedynczy piksel moze
przyjmowac rézne wartosci zaleznie od typu obrazu. Istniejg trzy rodzaje obrazéw:
binarne, w skali szarosci i kolorowe [2,3].

W obrazach binarnych kazdy z pikseli przyjmuje jedng z dwéch dozwolonych war-
tosci 0 lub 1. Zero odpowiada barwie biatej, a jeden czarnej. Obrazy w skali szarosci
(oSmiobitowe) sg bardziej ztozone. Kazdy piksel moze przyjmowac wartosci od 0 do 255
z tym, ze 0 odpowiada barwie czarnej, 255 bialej, a dla wartosci od | do 254 okresla sie
odcienie szarosci. W przypadku obrazéw w skali szarosci mozemy mowic o parametrze
obrazu zwanym intensywnos$¢ {intensity). Dla pikseli przyjmujacych warto$¢ 255 jest ona
oczywiscie najwieksza, a dla pikseli przyjmujacych wartos¢ 0, najmniejsza [2,3].

Obraz kolorowy jest najbardziej skomplikowany. Nie jest on juz prostg dwuwymia-
rowag macierzga. W obrazie kolorowym kazdemu elementowi macierzy przyporzadko-
wuje sie trzy wartosci. Daje to w sumie obraz 24-bitowy. Wartosci te wynikaja z fizycz-
nych wiasciwosci swiatta. Dla Swiatta emitowanego sg trzy kolory podstawowe czer-
wony, zielony i niebieski tworzace model koloru RGB {red, green, blue). Kazdy piksel
przyjmuje wartosci od 0 do 255 dla kazdego z koloréw podstawowych, jezeli pikselo-
wi przyporzadkuje sie maksymalne wartosci R, G i B, czyli 255, to ludzkie oko odbierze
ten piksel jako biaty, jesli za$ bedg to wartosci zerowe, to uzyskuje sie kolor czarny.
Wszystkie posrednie wartosci dajg petng palete barw rozréznianych przez ludzkie
oko, np. potgczenie czerwonego i zielonego da kolor z6tty {yellow), niebieskiego i zie-
lonego - szmaragdowy {cyan), a czerwonego i niebieskiego - amarantowy {magen-
ta). Te posrednie kolory (wraz z czarnym) sa kolorami podstawowymi dla Swiatla
pochfanianego (model koloru CMYK) i znajdujg zastosowanie w technice drukarskiej.
Innym bardzo uzytecznym modelem koloru jest model HSI {Hue, Saturation, Intensity),
czyli barwa, nasycenie i intensywno$¢. Model ten jest bardziej intuicyjny dla ludzkiego
postrzegania koloru i pozwala na tatwe rozumienie zaleznosci pomiedzy podstawowy-
mi kolorami modeli RGB i CMYK. Warstwa intensywno$ci moze przyjmowacé wartosci
od bialej do czarnej, jezeli intensywnos¢ wynosi zero, to ludzkie oko postrzega kolor
czarny, niezaleznie od wartosci barwy i nasycenia. Nasycenie wskazuje na to, na ile
dany kolor jest zblizony do szarosci, jezeli wynosi ono 0, to uzyskuje sie kolor szary
niezaleznie od pozostalych parametrow. Maksymalna warto$¢ nasycenia odpowiada
kolorom ,czystym”. Barwa moze przyjmowac¢ dowolne wartosci pozwalajgc na utwo-
rzenie wszystkich koloréw podstawowych poczawszy od czerwonego poprzez zétty,
zielony, szmaragdowy, niebieski, amarantowy z powrotem do czerwonego. WartoSci
barwy przyjmowane sg arbitralnie, zatem nie ma znaczenia, czy Hue réwne 0 odpowia-
da kolorowi czerwonemu, czy tez niebieskiemu [2,3].

2.2. Techniki cyfrowej obrébki obrazu (image processing)

Celem technik obrébki obrazu jest takie jego przeksztatcenie, aby stato sie moz-
liwe okreslenie pewnych zaleznosci ilosciowych charakteryzujgcych ten obraz. Ogél-
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nie rzecz biorgc techniki obrobki obrazu sg niczym innym, jak dziataniami matema-
tycznymi prowadzonymi na wybranych elementach macierzy, bedacej zapisem obra-
zu. Wspéiczesna technika komputerowa pozwala na wzglednie szybkie, a czesto
rowniez w peini zautomatyzowane, prowadzenie procesu obrébki obrazu [2].

Do podstawowych technik obrébki obrazu zalicza sie operacje punktowe oraz
filtrowanie w dziedzinie przestrzennej i czestotliwosci.

Na poczatku nalezy omoéwi¢ tzw. operacje punktowe. Polegaja one na zamianie
wartosci pojedynczego piksela na inng wartos¢é. Wynik takich dziatan zalezy wytacz-
nie od wyjsciowej wartosci danego piksela. Punkt na obrazie podlega dziataniu tzw.
funkcji przejscia, w wyniku czego uzyskuje sie obraz wynikowy punktu. Funkcja
przejscia nie musi by¢ i zwykle nie jest liniowa. Mozna zastosowa¢ funkcje logaryt-
miczna lub eksponencjalna. Mozna takze zastosowaé funkcje odwrotna pozwalajaca
na zamiane obrazu pozytywowego w negatywowy. Czesto dokonuje sie tez operacji
polegajacej na zmniejszeniu lub zwiekszeniu kontrastu, czy nasycenia obrazu [2|.
Operacje punktowe w wiekszosci oprogramowania do cyfrowej analizy obrazu sg
wspomagane metodg tablicy przegladowej (look-up table, LUT). LUT jest listgq poszcze-
go6inych pikseli wraz z odpowiadajgcymi im wartosciami intensywnosci dla obrazow
w skali szarosci lub wartosciami RGB dla obrazéw barwnych. Metoda LUT pozwala na
przeprowadzenie operacji matematycznych nawet na pojedynczych wybranych pik-
selach danego obrazu. Mozliwe jest réwniez nadawanie warunkéw logicznych pod-
czas przeprowadzania operacji zmian intensywnosci czy tez wartosci warstw RGB [2,3].

Bardziej skomplikowang wstepna obrdbka obrazu jest filtrowanie obrazu w dzie-
dzinie przestrzennej. Cel filtrowania jest taki sam, jak w przypadku operacji punkto-
wych: poprawienie czytelnosci obrazu. W przypadku filtrowania w dziedzinie prze-
strzennej dziatania wykonuje sie na pikselach sgsiadujacych z tym, ktéry ma podle-
ga¢ obrdbce.

Najprostszym cyfrowym filtrem jest filtr Sredniej ruchomej, jest to filtr liniowy,
ktéry zamienia kazdy piksel wartoscia $redniej obliczonej z pikseli znajdujacych sie
w kwadratowym sgsiedztwie piksela rozwazanego. Przyjmujgc oznaczenia z réwna-
nia (1), czyli przypisujac pewne wartosci fy macierzy i przy dodatkowym zatozeniu,
ze obraz jest macierza kwadratowa, uzyskamy w wyniku operacji filtrowania $red-
niej ruchomej nastepujacy wynik:

Sij = £ 2

da ... (n-m), gdzie: w - jest okreslong waga dla danej operacji filtrowa-
nia, wynoszgcg dla filtru Sredniej ruchomej W|<|= I/(2m-I-1)*. Dziatanie filtru zalezy
rowniez od okna, w jakim dziafa filtr, tzn. na jakim otoczeniu pikseli przeprowadza-
na jest operacja. Wielko$¢ tego okna wyrazona jest liczbg wierszy i kolumn macie-
rzy, na ktoérej opiera sie przeksztalcenie. Taka macierz najczesciej o wymiarach
3x3, 5x5, 7x7, 9x9 lub 11x11, ktorej elementami sg wartosci wag, nazywa sie
jadrem filtru (kernel) [2].
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Innym czesto uzywanym filtrem liniowym jest filtr Gaussa. Waga filtru Gaussa
jest okreslona przez funkcje gestosci prawdopodobienstwa rozkladu normalnego
0 wariancji

1
Vvv-m exp” 3)

27xa 2a

dla i,j=-[30],...,[3aj, gdzie [3g] wyraza catkowitg czes¢ wartosci 3g.

Innym sposobem wstepnej obrobki obrazu jest jego wzmocnienie poprzez ope-
racje detekcji brzegébw. Najprostszymi detektorami brzegéw sg tu filtr rzedowy
pierwszej pochodnej, ktérego jadro przedstawia sie nastepujgco:

0 !
w= -1 01 4)
0 1

oraz filtr wierszowy pierwszej pochodnej o jadrze;

/1 i _iA

-
wW== 0 0 0 ®)
6

R

Istniejg réwniez bardziej skomplikowane detektory brzegéw, do ktérych naleza
filtry drugiej pochodnej, inaczej Laplace’a. Majg one mozliwos¢ detekcji brzegéw,
w przeciwienstwie do filtrow pierwszej pochodnej, ktére dokonujg detekcji brze-
goéw poziomych i pionowych, potozonych pod dowolnym katem. Jedno z prostszych
jader tego filtru przedstawia sie nastepujgco:

N o
w= 1| -4 | ©)

Osobng grupe filtrow liniowych stanowig filtry liniowe dziatajace w dziedzinie
czestotliwosci oparte na szybkiej transformacie Fouriera (FFT). Stuzg one zwykle do
redukcji szuméw o charakterze regularnym [2,3].

Filtry liniowe powodujg rozmycie brzegéw, natomiast filtry nieliniowe pozwa-
lajg na usuniecie zakidcen obrazu z jednoczesnym zachowaniem brzegow intere-
sujacych obiektéw. Majg one jednak pewne wady. Po pierwsze, istnieje ogromna
liczba filtréw nieliniowych, co sprawia trudnosci w wyborze odpowiedniego filtru.
Po drugie, wymagajg one o wiele wiekszych mocy obliczeniowych. Po trzecie, moze
sie zdarzy¢, ze niektére z nich moga znieksztalci¢ analizowany obraz. Dlatego tez
filtry nieliniowe nalezy stosowac z duzg ostroznoscia.
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Jednym z podstawowych filtréw nieliniowych jest filtr ruchomej mediany, jest on
bardzo zblizony do filtru ruchomej Sredniej, z tym, ze, zamiast obliczania $redniej
arytmetycznej z grupy obrabianych pikseli, liczona jest mediana. Duzg wadg filtréw
medianowych jest bardzo dtugi czas obliczen potrzebny do przeprowadzenia opera-
cji. Innymi przyktadami filtréw nieliniowych to filtr Lee, minimalnej wariancji czy
Sredniej wazonej [3]. Istnieja rOwniez nieliniowe detektory brzegéw, ktérego
przyktadem moze by¢ filtr wariancji, Robertsa, Kirscha i Prewitta. Do grupy nielinio-
wych filtrow gradientowych nalezg filtr Sobela i Canniego [2,3].

2.3. Techniki analizy obrazu (image analysis)

2.3.1. Segmentacja obrazu

Celem analizy obrazu jest zwykle zmierzenie wielkosci okreslonych obiektow.
Czesto rowniez ich odcien szarosci lub kolor sg zrédlem uzytecznych informacji.

Segmentacja obrazu polega ogdlnie na wybraniu okreslonych elementéw obrazu
charakteryzujgcych sie pozadanymi wiasciwosciami, jest nig zwykle intensywnos$¢
lub kolor. Ten etap analizy obrazu jest bardzo wazny. Od czesto arbitralnego wybo-
ru beda zalezaty mierzone wielkosci na obrazie. Generalnie mozemy wyréznic trzy
metody segmentacji obrazu: wyznaczanie wartosci progowych (thresholding), seg-
mentacja oparta na detekcji brzegéw (edge detection) oraz segmentacja oparta ha ob-
szarach obrazu (region based approach). Wyznaczanie wartosci progowych polega on
na pogrupowaniu pikseli obrazu na kategorie zgodnie z zakresem wartosci inten-
sywnosci lub warstw modelu koloru RGB lub HSI, w ktérych znajduje sie piksel. Licz-
ba wartosci progowych potrzebnych do wyznaczenia zalezy od tego, z jakim obra-
zem mamy do czynienia oraz ile kategorii obiektéw chcemy z obrazu wydzieli¢.
Wspotczesne oprogramowanie do cyfrowej analizy obrazu zawiera wiele narzedzi
utatwiajgcych proces segmentacji, jednak nalezy pamieta¢, ze w wiekszosci przy-
padkéw ostateczna decyzja o wyborze progéw nalezy do operatora.

Dwie pozostate metody segmentacji w tych badaniach nie byly wykorzystywane.
Informacje na ten temat sg dostepne w literaturze [2-4].

2.3.2. Filtry morfologiczne

Kolejng grupa narzedzi wspomagajgcych analize obrazu sa filtry morfologiczne.
Niektore z nich zostang krétko oméwione. Za pomoca filtréw morfologicznych moz-
na wykonywaé operacje zwigzane z ksztattem i rozmiarem obiektu oraz operacje
spéjnosci obiektu. Operacje morfologiczne polegaja na usuwaniu lub dodawaniu
pikseli lub pewnych ich grup tak, aby poprawi¢ jakos¢ obrazu, np. usuna¢ ,dziury”
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w obiektach, czy tez pozby¢ sie artefaktow. Wreszcie mozna za pomoca tych opera-
cji utworzyc¢ szkielet obiektu.

Operacji morfologicznych dokonuje sie na obrazach binarnych, powstatych w wy-
niku segmentacji obrazu w skali szarosci lub kolorowego.

Podstawy teoretyczne filtrowania morfologicznego opierajg sie na teorii zbio-
row. W przypadku obrdobki obrazéw tymi zbiorami sg piksele obrazu. Podstawg
przeksztalcenia morfologicznego obrazu Jest pewien element strukturalny. Jego
ksztalt i wielkos¢ Jest dowolna. W takim elemencie lub nawet poza nim okresla sie
dowolnie tzw. piksel odniesienia. Przeksztalcenie morfologiczne polega na przenie-
sieniu elementu strukturalnego na obiekt i wykonanie dziatania matematycznego.

Najbardziej podstawowym przeksztalceniem morfologicznym Jest tzw. erozja
(erosion). Przyjmijmy, ze A to zbiér pikseli obrazu binarnego lub tez Jego czesci,
S Jest strukturalnym elementem przeksztatcenia, jesli S Jest umieszczone wraz ze
swym pikselem odniesienia na wspoétrzednych (i,J), mozemy zapisa¢ Sjj. Erozje zbio-
ru A przez S zdefiniujemy Jako zbiér wszystkich potozen pikseli, dla ktérych S u-
mieszczone na tym pikselu Jest zawarte w A. Wyraza sie to wzorem:

AGS = {(t)):S(,. <A} @)

Przeksztatceniem morfologicznym przeciwnym do erozji Jest rozszerzanie (dila-
tion). Operacje przeprowadza sie w tym przypadku na zbiorze komplementarnym
do zbioru A, czyli na pikselach biatych. Wyraza sie to wzorem:

A © S =(a’es)’ 8

Bardziej ogdlng operacjg morfologiczng Jest przeksztalcenie zwane ,traf tub
spudhtuj” (hit-or-miss). W tym przypadku elementem strukturalnym Jest zbior dwuele-
mentowy Sij' i §§ utozony w ten sposaéb, ze piksel odniesienia Jest tym samym pik-
selem dla obu zbioréw. Przeksztalcenie to definiuje sie:

= cz A-.SI ~"A“} )

Oznacza to, ze zbior potozen (i,J) dla ktérego Sjj* Jest zawarte w A i Silezy
zupetnie poza A. Zatem, aby przeksztalcenie miato sens, zbiory Sjj’ oraz Sj* nie
moga sie naklada¢. Widac z tego wyraznie, ze erozja to szczegdlny przypadek prze-
ksztatcenia hit-or-niiss kiedy Sjj* Jest zbiorem pustym.

Podsumowujac, erozja zmienia ksztatt obiektu redukujgc czarne piksele obiek-
tow. Rozszerzanie wykonuje operacje przeciwng redukujac Jasne piksele.

W oparciu na omowionych filtrach mozna skonstruowac filtry zlozone. Jak
otwieranie (opening) (10) i zamykanie (closing) (11):

W/5(A)=(A©S)© S A0
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Rys. 1. Morfologiczne przeksztatcenie obiektu (a) za pomoca etementu strukturalnego (b) na drodze
erozji (c), rozszerzania (d), otwierania (e) i zamykania (f) (3|; piksele dodane lub odjete od obiektu zazna-
czono na szaro. Piksel odniesienia elementu strukturalnego jest zakreskowany.

G)s(H=(/ © S)os ay

gdzie: S'- odbicie obrazu elementu S.

Operacja otwierania to erozja, po ktérej nastepuje rozszerzanie, a zamykanie, to
rozszerzanie, po ktérym nastepuje erozja. Efekty dziatania omowionych filtrow
przedstawione sg na rysunku ! [3].

Innymi uzytecznymi, szczegélnie z punktu widzenia badania morfologii mikroor-
ganizmoéw strzepkowych sg morfologiczne operacje pocieniania (thinning) i pogru-
biania (thickening), zaleznie od tego czy odejmujg one czarne piksele od obrazu czy
tez je dodaja. W notacji rachunku zbioréw pocienianie mozna przedstawi¢ jako:

Nos = /IN(/1(8)S) a2

gdzie X\Y to odejmowanie, w wyniku ktérego uzyskuje sie elementy, ktore nalezg
do X, ale nie do Y. Do przeprowadzenia transformacji ,traflub spudtuj” dwa skfadni-
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a) b)

Rys. 2. Spojnos¢ piksela X; czteropunktowa (a) i oSmiopunktowa (b) (4).

ki S musza by¢ tak wybrane, aby nie wptywaty one na spéjnos¢ obiektu (rys. 2). Efek-
tem dziatania tego filtru jest redukcja binarnego obiektu do obiektu o grubosci jed-
nego piksela. Taki obiekt nazywany jest szkieletem (skeleton). Mozna wprowadzi¢
dodatkowo modyfikacje filtru pocieniania stosujac filtr przycinania (pruning). Ten
filtr usuwa wszystkie rozgatezienia obrabianego obiektu. W wyniku tego uzyskuje
sie linie proste lub krzywe o grubosci jednego piksela pozbawione wszelkich roz-
galezien.
Dla porzadku podany zostanie jeszcze wzOr na operacje pogrubiania:

A0S =A ®S) (13)

Filtr ten jest oczywiscie komplementarny do pocieniania.

Rozwazania na temat przeksztatcenn zarbwno wzmacniajacych obraz, jak i morfo-
logicznych z pewno$cig nie wyczerpujg tematu. Mozliwos¢ tworzenia filtréw zto-
zonych z kombinacji tych podstawowych, jest praktycznie nieograniczona. Nalezy
rowniez dodac, ze kazda procedura obrobki obrazu to czesto kombinacja opisanych
technik.

2.3-3. Pomiar wielkosci obiektu

Pomiar wielko$ci wykonuje sie na cyfrowym obrazie po jego obrébce. Taki pomiar
jest stosunkowo prosty. Obliczenie wielkosci pola powierzchni rzutu obiektu polega
na zliczeniu pikseli nalezacych do danego obiektu. Sytuacja staje sie bardziej skompli-
kowana przy pomiarze wielkosci zwigzanych z dtugoscig obiektu, jak obwéd, czy po
prostu diugos¢. Nalezy wtedy uwzglednia¢ wspétczynniki poprawkowe zalezne od
tego czy mierzony obiekt binarny jest czterospdjny, czy tez osmiospojny (rys. 2).

Na przyktad prosta, nachylona pod katem z zakresu {0, «M} o teoretycznej
dhugosci 1000 pikseli, reprezentowana jest za pomocg obiektu czterospojnego przez
1276 piksele, a obiektu oSmiospojnego przez 900 pikseli [3]. Te poprawki sg prze-
waznie uwzglednianie przez uzywane oprogramowanie i automatycznie obliczane
w zaleznosci od wybranego typu spoéjnosci obiektu.
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Przeliczenie dlugosci z pikseli na wielkosci fizyczne odbywa sie na drodze kali-
bracji danego mikroskopu na podstawie standardowo wyskalowanego szkietka pod-
stawowego. Doktadnos¢ wszelkich pomiaréw morfologicznych zalezy w gtéwnej
mierze od obrébki danego obrazu oraz sposobu przeprowadzenia segmentacji ob-
razu, a zatem od subiektywnych zdolnosci operatora opracowujacego dang analize
[31.

W tabeli | zebrane zostaly najwazniejsze parametry morfologiczne obliczane dla
mikroorganizméw w celu podsumowania tych rozwazan.

Tabela 1
Wybrane parametry morfologiczne mikroorganizmoéw [5]
Parametr Definicja, opis, wzor
pole powierzchni rzutu (A) powierzchnia rzutu tréjwymiarowego obiektu na dwuwymiarowy obraz; obli-
czane jest zwykle jako liczba pikseli obiektu pomnozona przez kwadrat statej
kalibracji
obwdd (P) dtugos$¢ granicy obiektu
obwdd wypukty (Pj dhugos$¢ obwodu uzyskana przez potaczenie zewnetrznych punktéw obiektu,
czyli poprzez wypetienie wklestosci
pole wypukte (Af) pole powierzchni wewnatrz obwodu wypuktego
dtugos$¢ lub dtugo$¢ widkienkowa (L) diugos¢ obiektu prostokatnego majacego taki sam obwdd i powierzchnie, jak
ten mierzony:
P+AP- —16A

szeroko$¢ lub szeroko$¢ widkienkowa (W) szeroko$¢ obiektu prostokagtnego majacego taki sam obwod i powierzchnie,
jak ten mierzony:

AJp- -
W:P Jp- -16A

Srednica réwnowazna (D) Srednica okregu majgcego takg sama powierzchnie, jak mierzony obiekt
4A
n
wierzchotki strzepek (hyphal tips) liczba wierzchotkéw liczona w pojedynczej strzepce
kolistos¢ (C) wspétczynnik opisujacy odchylenie ksztattu danego obiektu od okregu:
p*
C=-
4t14

dla okregu C przyjmuje warto$¢ minimalna 1; im wyzsze C, tym mniej zblizo-
ny do okregu jest dany obiekt

szorstkos¢ (R) miara nieregularnosci obwodu obiektu; uzyskuje sie ja w oparciu na pomia-
rze Kkolistosci wokét granicy obiektu
zwarto$¢ (F) miara, na ile obiekt jest ,pusty”; uzywana do charakteryzowania struktury

form typu clump i peletek; jest to stosunek wtasciwego pola powierzchni
obiektu do pola wypuktego; dla ,gtadkich” peletek F= 1, dla luznych F<1
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2.3.4. Oprogramowanie przeznaczone do cyfrowej analizy obrazu

Obecnie na rynku istnieje stosunkowo duzo oprogramowania stuzgcego do cy-
frowej obrobki obrazéw. Programy te rézniag sie zwykle stopniem ztozonos$ci zasto-
sowanych w nich algorytméw obrébki obrazu oraz funkcjonalnoscia.

Dobry pakiet oprogramowania powinien zawiera¢ jak najszersza game filtrow
wzmachiajacych liniowych oraz nieliniowych, detektorow brzegéw oraz narzedzia
stuzace segmentacji obiektéw w oparciu na kolorze obiektu czy tez detekcji brze-
gow. Filtry morfologiczne dla obrazéw binarnych oraz w skali szarosci sg kolejnym
niezbednym elementem takiego oprogramowania.

jednak najwazniejszym skiladnikiem kazdego oprogramowania do cyfrowej anali-
zy obrazu jest mozliwos¢ automatyzacji wykonywanych czynnosci poprzez tworze-
nie wlkasnych makroprogramoéw. Réwniez nie bez znaczenia dla zaawansowanych
uzytkownikéw jest mozliwos¢ tworzenia dodatkowych narzedzi do obrébki obra-
z6w, np. projektowania nowych filtrow. Duza liczba analizowanych obrazéw spra-
wia, ze znaczaca role odgrywaja dodatkowe narzedzia w postaci r6znego rodzaju
baz danych stuzace przechowywaniu, porzadkowaniu i klasyfikacji obrazéw. Wreszcie
niezbedna jest rowniez wspétpraca danego oprogramowania z réznymi zrédtami
obrazu, jak kamery cyfrowe czy tez wysokiej klasy skanery oraz mozliwo$¢ bezpo-
Sredniego zapisu obrazu do jednego z uniwersalnych formatéw map bitowych, jak
np. TIF czy BMP.

3. Formy morfologiczne grzybéw nitkowych

Co najmniej kilka czynnikéw, do ktérych nalezg indyv.'idualne wasciwosci szcze-
pu danego grzyba nitkowego hydrodynamiki bioreaktora (kultura wstrzgsana, biore-
aktor mieszadtowy itp.) oraz dziatanie sit Scinajgcych na komorki grzybni, przyczy-
nia sie do tego, ze w hodowlach wgilebnych obserwuje sie r6zne postacie morfolo-
giczne strzepek grzybni. Przy tym podejsciu do badania mikroorganizmu nie bierze
sie pod uwage przemian zachodzacych wewnatrz komoérek, lecz tylko zewnetrzng
posta¢ strzepek.

Morfologiczne formy grzybow nitkowych nalezy rozpatrywa¢ w dwoch aspek-
tach: morfologii form rozproszonych i skupionych [5]. Jako formy rozproszone u-
znaje sie strzepki nierozgatezione, formy rozgatezione, u ktérych nie obserwuje sie
LZapetlenia” strzepki oraz formy typu clump, ktére wtasciwie znajdujg sie na pogra-
niczu form rozproszonych i skupionych. Do form skupionych, a wlasciwie zwartych,
naleza peletki, ktérych charakterystyczng cechg jest wystepowanie silnie skoncen-
trowanej najczesciej okragtej struktury w ich $rodku (jadra peletki). Na rysunku 3
przedstawiono klasyfikacje form morfologicznych grzybéw, jaka sie zwykle wykonu-
je, stosujgc cyfrowa analize obrazu.
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strzepka nierozgateziona

strzepki rozgatezione

formy skupione strzepek
typu clump

peletka

Trzy rodzaje form skupionych:
- peletka gtadka

- peletka ,,owtosiona”

- forma typu clump

Rys. 3. Formy morfologiczne strzepek grzybni sklasyfikowane w oparciu na cyfrowej analizie obrazu (5].

Jedna z pierwszych prac na temat klasyfikacji form morfologicznych mikroorga-
nizméw nitkowych w oparciu na cyfrowej analizie obrazu byla publikacja Adamsa
i Thomasa [6], w ktorej autorzy zastosowali potautomatyczng metode analizy obra-
zu do badania promieniowca Streptomyces clavuligerus. Badania te zostaly dalej roz-
winiete przez Packera i Thomasa [7], ktdrzy dokonali takiej klasyfikacji, juz w pei
automatycznej, nie tylko dla Streptomyces clavuligerus, ale takze dla grzyba nitkowe-
go Penicillium chrysogenum. Mierzyli oni catkowitg dlugos$¢ strzepek oraz udziat form
typu clump w catej zawiesinie. Uzupetnieniem tego cyklu badan byta klasyfikacja
form peletkowych wykonana przez Coxa i Thomasa [8]. Wydzielone zostaly tutaj
zbite jadra peletek i obliczona ich $rednica (tab. 2, rys. 3).
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Tabela 2

Parametry morfologiczne okreslane dla réznych form morfologicznych strzepek grzybni w oparciu na cy-
frowej analizie obrazu [5]

Forma morfologiczna Parametr morfologiczny
strzepka nierozgateziona — catkowita dlugos¢ strzepki
— $rednia szeroko$¢
— pole powierzchni rzutu badz jego utamek
strzepka rozgateziona — calkowita diugo$¢ strzepki
- dhugos$¢ pojedynczego rozgatezienia
— maksymalny wymiar
- liczba wierzchotkéw
- odleglo$¢ miedzyweztowa (miedzy rozgatezieniami)
— dlugos$¢ i objetos¢ HGU
- $rednia szeroko$¢
— pole powierzchni rzutu badz jego utamek
strzepka typu clump o niskim stopniu skupienia - catkowita dtugos¢ strzepki
(nie wiecej niz 1-3 dziury lub petelki) — maksymalny wymiar
- liczba wierzchotkéw
— odlegto$¢ migdzyweziowa (miedzy rozgatezieniami)
- dhugos¢ i objetos¢ HGU
- $rednia szerokos$¢
— pole powierzchni rzutu badz jego utamek
- szorstko$¢
- kolistos¢
strzepka typu clump - maksymalny wymiar
- pole powierzchni rzutu badz jego utamek
- szorstkosé
— kolistos¢
peletki - powierzchnia pierscienia peletki
— kolisto$¢ peletki
— pole jadra peletki
— kolisto$¢ jadra peletki
- pole wypukte peletki

Istnienie takiej réznorodnosci form morfologicznych znacznie utrudnia prowa-
dzenie analizy obrazu. Najprostszymi obiektami do analizy sg w tym przypadku for-
my nierozgatezione i rozgatezione. Niestety, czesto dajg one tylko czesciowg infor-
macje o calym uktadzie, gdyz zwykle formy typu clump majg duzy udziat w catosci
populacji, jednak rozwdj technik analizy obrazu pozwala na objecie nig réwniez
form clump oraz peletek [9].

4. Badanie zmian fizjologii mikroorganizmow
Badanie zmian fizjologicznych zachodzacych w komdrkach grzybéw nitkowych

z wykorzystaniem cyfrowej analizy obrazu jest o wiele bardziej ztozone niz okresla-
nie wkasciwosci morfologicznych strzepek. Wigze sie to czesto z uzyskiwaniem i ob-
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rébka kolorowych obrazéw. Odpowiednie barwienie pozwala na odréznienie po-
szczegOlnych stref strzepek grzybni. Packer i wsp. dokonali jednej z pierwszych
préb ilosciowego okreslenia réznicowania sie strzepek grzybni, identyfikujgc w nie-
barwionych preparatach mikroskopowych Penicillium chrysogenum dwie strefy komo-
rek: zawierajacych cytoplazme oraz zdegenerowanych [10].

Paul i wsp. zastosowali prostg metode barwienia strzepek Penicillium chrysoge-
num za pomoca czerwieni obojetnej. Opierajgc sie na skomplikowanym algorytmie
cyfrowej obrébki obrazu okreslili oni udziat komorek rosngcych (wierzchotkowych),
nierosnacej cytoplazmy, wielko$¢ wakuol oraz udziat obszaréw zdegenerowanych
strzepek [11].

jeszcze bardziej zaawansowane podejscie do okreslenia réznicowania sie strze-
pek grzybni zostato uzyte w badaniach Vanhoutte’a i wsp. [12]. W tym przypadku
strzepki Penicillium chrysogenum byty barwione réznicowo biekitem metylenowym
i fuksyna Ziehla. Te wiasnie technike stosowali réwniez autorzy tej pracy.

Nowe mozliwosci niesie ze sobg stosowanie barwnikéw fluorescencyjnych, np.
oranzu akrydyny, ktéry wybi6rczo barwi DNA i RNA [13]. Innym przyktadem rdznico-
wego barwienia fluorescencyjnego jest metoda zastosowana rowniez dla Penicillium
chrysogenum przez Aggera i wsp. Zastosowali oni jednoczes$nie dwa fluorescencyjne
barwniki Calcofluor White i 3,3’-dwuheksylooksokarbocyjanine (DiOCe) w celu wy-
barwienia mitochondridéw i Scian komdrkowych strzepek grzybni [14].

5. Zmiany wilasciwosci morfologicznych i fizjologicznych Aspergillus
niger w hodowli wgtebnej

w badaniach uzyto szczepu Aspergillus niger BIO4F o zdolnosci do biosyntezy
kwasu cytrynowego. Podtoze hodowlane zawierato sacharoze (10%), siarczan amonu
(0,2%), siarczan magnezu (0,015%) oraz dwuwodorofosforan potasu (0,015%). Szcze-
pienie bylo wykonywane szesciogodzinnym inokulum z hodowli wstrzgsane;.

Procesy prowadzone byly w bioreaktorze zbiornikowym, mieszadtowym oraz
air-lift o objetosci roboczej 16,5 L. Zmiany wiasciwosci morfologicznych kietku-
jacych spor byly badane w hodowli wstrzgsanej. Obserwacje mikroskopowe wyko-
nywano za pomocag mikroskopu $wietinego OLYMPUS BX-40 w jasnym polu oraz
przy zastosowaniu kontrastu fazowego. Cyfrowa analize obrazu przeprowadzono
za pomocg oprogramowania Microimage 4.0 (Media Cybernetics dla OLYMPUS) [15].

5.1. Zmiany wlasciwosci fizjologicznych grzybni
Oméwione techniki cyfrowej analizy obrazu zastosowano do $ledzenia zmian

wiasciwosci fizjologicznych grzybni Aspergillus niger w warunkach akumulacji kwasu
cytrynowego [16]. Okreslono to na podstawie preparatdw barwionych réznicowo
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Obraz pierwotny

Obraz filtrowany

Segmentacja
Obraz
w pseudokolorach
m strefa A"
m strefa ,B”
m strefa ,C"
strefa ,D”
TSt

Rys. 4. Obrébka obrazéw barwionych metoda réznicowa.

btekitem metylenowym i fuksyng Ziehla (FLUKA) wedtug metody opisanej przez Van-
houtte’a i wsp. [12]. Dokladnie 0,1 mi zawiesiny rozcienczano w 2 ml buforu fosfo-
ranowego o pH = 7, a nastepnie dodawano po kolei 0,05 ml btekitu metylenowego
i 0,044 ml fuksyny. Barwienie kazdym z tych barwnikéw trwato 10 minut. Zabarwio-
ne strzepki obserwowano w kontrascie fazowym przy powiekszeniu 200-krotnym.
Uzyskane kolorowe obrazy byly wprowadzane do pamieci komputera i poddawane
nastepujacej obrébce cyfrowej (rys. 4). Na poczatku obraz byt poddany obrébce za
pomoca filtru medianowego o jadrze 5 x 5 w celu wyréwnania niejednorodnosci
zabarwienia strzepek. Dalej filtrowano obraz za pomoca gérnoprzepustowego filtru
Gaussa o0 jagdrze 9 x 9 w celu wzmocnienia brzegdw i poprawienia kontrastu obra-
zu. Barwng segmentacje obrazu przeprowadzono w oparciu na modelu koloru HSI.
W wyniku tej operacji uzyskano rozdzielenie obrazu na cztery strefy o r6znym za-
barwieniu (tab. 3). Odpowiadaty one strefom réznej aktywnosci grzybni. Obliczenie
pola powierzchni poszczegoélnych strefwykonano korzystajgc z kalibracji obiektywu
i kamery.
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Tabela 3
Barwna segmentacja stref flzjologicznych
Strefa Wyglad strzepek Barwa (H) Nasycenie (S) Intensywnos$¢ (1)
A" pomararnczowe i jasnopomaranczowe 0-37 0-255 110-255
.B” biate i jasnoszare 37-68 0-89 117-255
.C” pomarariczowoszare i szare 37-67 89-255 106-255
D’ ciemnoszare do czarnych 0-255 0-255 0-74

llosciowo okreslono udziat poszczegollnych stref fizjologicznych Jako utamek
strefy:

(14)

gdzie: Ax - pole powierzchni rzutu strefy ,X* (pm”), Atot  catkowite pole po-
wierzchni rzutu strzepki (pm?).

Tabela 4
Wiasciwosci stref fizjologicznych strzepek Aspergillus niger
Strefa Opis Grubos¢ strzepki
LA komorki wierzchotkowe i podwierzchotkowe (jasnopo- od 3,5+0,7 |am dla komoérek wierzchotkowych

maranczowe) oraz niektére komorki strzepkowe i podwierzchotkowych az do 6,8+1,3 |im dla nie-
(ciemnopomaranczowe), wykazujace duzg aktywno$¢ ktorych komérek strzepkowych
oddechows i zdolne do wzrostu

.B” silnie zwakuolizowane komorki (biate do jasnosza- od 5,5+0,2 (im do 9,8+0,8 |.im niezaleznie od
rych), czesto tworzace bardzo grube strzepki potozenia w strzepce
,.C" forma przejsciowa pomiedzy strefg ,A” i ,D” oraz ,B” od 2,5+0,3 jam do 5,9+0,6 |am zaleznie od ich

i ,D” (szaropomaranczowe do szarych) o niskiej aktyw- pochodzenia (od strefy ,A” czy ,B”)
nosci oddechowej, z reguly bardzo cienkie strzepki
D" komorki od ciemnoszarych do czarnych, o grubych od 2,4+0,1 |am do 5,7+1,3 lan zaleznie od ich

Scianach i bardzo niskiej lub prawie zadnej aktywnosci pochodzenia
oddechowej, tworzace niezbyt grube strzepki

W tabeli 4 przedstawiono krotki opis whasciwosci fizjologicznych komorek
grzybni nalezacych do poszczegoélnych stref Ich r6zne zabarwienie wynikato z
wiasciwosci metody barwienia réznicowego. Biekit metylenowy pod wplywem ak-
tywnych mitochondriéw uttenia sie i wraz z fuksyng zabarwia najbardziej aktywne
komoérki na pomaranczowo (strefa ,A”). Im mniejsza aktywnos¢ komérek tym sg one
bardziej szaropomaranczowe i szare (strefa ,C”). Wreszcie komérki martwe o gru-
bych Scianach pozostajg ciemnoszare i czarne (strefa ,D”), Komérki zwakuolizowa-
ne pozostajg w tych warunkach barwienia biate (strefa ,B”)-

Okreslenie udziatu poszczegdlnych stref fizjologicznych w pojedynczej strzepce
jest jednak niewystarczajgce z punktu widzenia uzycia tych danych do dalszego ilo-
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Rys. 5. Zalezno$¢ wartosci Sredniej utamka streffizjologicznych od liczby zanalizowanych obiektéw,
75. godzina hodowli w bioreaktorze, stupki oznaczaja 5% btad wyznaczenia utamka strefy.

Sciowego opisu procesu. W danej chwili w bioreaktorze pracujgcym okresowo znaj-
duje sie cata populacja réznych strzepek o innych udziatach poszczegélnych stref fi-
zjologicznych. W takiej sytuacji konieczna jest odpowiedz na pytanie, ile strzepek
nalezy przeanalizowaé, aby uzyska¢ miarodajng warto$¢ $rednig w danej chwili ho-
dowli. Okreslenie minimalnej liczby obiektow przedstawiono na rysunku 5. Vanho-
utte i wsp. [12] podajg, ze analiza juz 40 obiektéw pozwala na uzyskanie pra-
widtowych $rednich wartosci. Jednakze w badaniach okazato sie, ze dopiero analiza
50 obiektow pozwoli na uzyskanie $redniej wartosci utamka strefy fizjologicznej
z bledem nie wiekszym niz +0,05 [17|.

Na rysunku 6 przedstawiono zmiany utamkow streffizjologicznych w czasie uzy-
skanych w wyniku zastosowania opisanych procedur analitycznych. Przebiegi tych
krzywych odzwierciedlajg fazy wzrostu grzybni. Na poczatku procesu (do 48 h), w
trofofazie prawie catos¢ populacji stanowia strzepki najbardziej aktywne, wybar-
wione na pomaranczowo, jednak utamek ich maleje na korzys¢ strefy zwakuolizo-
wanej ,B”. Ulamek tej strefy osigga swojg maksymalng warto$¢ okoto 90 godziny
procesu i koreluje sie z maksymalng szybkoscig wydzielania kwasu cytrynowego. Po
100. godzinie procesu zaczynajag powoli przewaza¢ strefy ,C” i ,D”, co Swiadczy
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Rys. 6. Zmiany utamkoéw stref fizjologicznych w procesie wzrostu grzybni i akumulacji kwasu cytry-
nowego przez Aspergillus niger w bioreaktorze typu air-lift w warunkach nadcisnienia 0,25 Mpa.

o degeneracji grzybni. Suma utamkow tych stref osiggata nawet okoto 0,7 w 180.
godzinie procesu (rys. 6) [10,14].

W badaniach wykazano zwigzek pomiedzy réznicowaniem i tworzeniem sie po-
szczegolnych streffizjologicznych grzybni a kinetyka pobierania substratow i biosyn-
teza produktu. Umozliwito to sformutowanie morfologicznie strukturalnego mode-
lu wzrostu grzybni i akumulacji kwasu cytrynowego przez Aspergillus niger [18].

5.2. Klasyfikacja form morfologicznych strzepek grzybni Aspergillus niger

Zgodnie z danymi literaturowymi wyréznione zostaly cztery formy morfologicz-
ne strzepek grzybni Aspergillus niger. Do tzw. formy rozproszonych zalicza sie strzep-
ki nierozgatezione i rozgatezione, zas do tzw. form skupionych formy typu clump
oraz peletki. Przyktadowe zdjecia takich form pokazane sg na rysunku 7. Klasyfika-
cje form morfologicznych przeprowadzono na 60-elementowych zbiorach obiektéw
z kazdej godziny procesu. Za obiekt typu clump przyjeto taki, ktéry posiada przy-
najmniej jedno ,zapetlenie” strzepki. Za peletke uznano kazdy obiekt zawierajacy
zbite strzepki tworzace jadro [5].
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Rys. 7. R6znorodnos$¢ form morfologicznych grzybni Aspergillus niger. Od lewej forma nierozgatezio-
na, forma rozgateziona, ponizej duza forma typu clump oraz peletka.

\////A strzepki nierozgatezione strzepki rozgatezione formy typu clump peletki
100 -
90 -
80 - I
70 - h
60
50 - .
40 - i I
30 - |
20 -
10
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0

20 40 60 80 100 120 140 160 180
czas (h)

Rys. 8. Udziat form morfologicznych strzepek grzybni w procesie wzrostu grzybni i akumulacji kwa-
su cytrynowego przez Aspergillus niger w bioreaktorze mieszadtowym przy n>300 rpm (wykres goérny)
i typu air-lift w warunkach nadcis$nienia 0,25 MPa (wykres dolny).
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O pole powierzchni rzutu pojedynczej strzepki

Srednie pole powierzchni rzutu strzepki

czas (h)

Rys. 9. Zmiany wielkosci strzepek w procesie wzrostu grzybni i akumulacji kwasu cytrynowego
przez Aspergillus niger w bioreaktorze typu air-lift w warunkach nadcisnienia 0,25 MPa.

Udziat poszczegolinych form morfologicznych byt Scisle zalezny od warunkéw
procesowych oraz typu bioreaktora. Generalnie w bioreaktorze zbiornikowym, mie-
szadlowym w poréwnaniu do bioreaktora typu air-lift formy nierozgatezione i roz-
gatezione nieznacznie przewazaly nad formami skupionymi typu clump czy tez pe-
letkami (rys. 8). Réwniez duza szybko$¢ obrotowa mieszadta powodowata rozbicie
form skupionych. Formy rozproszone w tym przypadku stanowity 65-70% calego
zbioru analizowanych obiektéw. W bioreaktorze typu air-lift sytuacja byta zupetnie
inna. Na poczatku procesu przewazaty formy rozproszone, gdyz niewielkie stezenie
biomasy pozwalato jeszcze na w miare swobodny wzrost pojedynczych strzepek.
Od okoto 48 godziny do korica procesu przewazaly jednak formy zbite (50-60%). Nie
byly one rozbijane, jak w przypadku bioreaktora mieszadiowego, ze wzgledu na
mniejsze naprezenia Scinajgce.

Uzupetnieniem rozwazan dotyczacych klasyfikacji form morfologicznych strze-
pek grzybni moze by¢ okredlenie ich Sredniej wielkosci wyrazonej polem powierzch-
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ni rzutu strzepki. W procesie prowadzonym w bioreaktorze air-lift w warunkach nad-
cisSnienia oscylowata ona wokoét wartosci 5000 pm”. Na samym poczatku widoczny
byt wzrost wielkoSci strzepek, nawet do 12 000 pm”. PAzniej przewazata raczej ten-
dencja spadkowa z pewnymi oscylacjami. Wielkos¢ strzepek byta réwniez dos¢ silnie
zréznicowana, juz od poczatku procesu, co jest widoczne na rysunku 9.

5.3. Kinetyka kietkowania spor Aspergillus niger w hodowli wstrzasanej

Wczesne etapy rozwoju grzybni, a szczegOlnie proces kietkowania spor silnie
determinujg dalszy przebieg wzrostu grzybni. Majg réwniez istotny wptyw na poz-
niejsza biosynteze pozadanych metabolitow [19]. Techniki cyfrowej analizy obrazu
pozwalajg na szczegétowe okreslenie morfologii kietkujacych spor oraz kinetyki
wzrostu pojedynczych strzepek. W badaniach kinetyki kietkowania spor zostata
uzyta prosta metoda barwienia strzepek za pomoca btekitu metylowego w roztwo-
rze laktofenolowym (FLUKA). Dodawano 0,02 ml roztworu barwnika do 2 ml zawie-
siny. W celu okreslenia parametréw morfologicznych kietkujacych spor zastosowa-
no nastepujacg procedure obrobki obrazu (rys. 10).

1) filtrowanie obrazu filtrem gdérnoprzepustowym Gaussa o jadrze 7X7;

2) ekstrakcje warstwy intensywnosci {intensity) z obrazu kolorowego w modelu
HSI;

3) segmentacje obrazu w celu oddzielenia obiektu od tta. Przyjeto wartos¢ pro-
gu (threshold) na poziomie 74;

4) przeksztatcenie obrazu w skali szaro$ci na obraz binarny postaci maski obiek-
tu;

5) obrébke obrazu binarnego za pomoca zamykania i otwierania o réznym jadrze
w celu usuniecia niejednorodnosci w obiekcie i ewentualnych artefaktow;

6) obliczenie wartosci catkowitego pola strzepek i spor oraz ich kolistosci przy
wykorzystaniu obrazéw binarnych;

7) tworzenie szkieletu obiektu o grubosci ! piksela za pomocag pocieniania;

8) obliczenie catkowitej dlugosci strzepek oraz liczby wierzchotkéw w oparciu
na szkielecie binarnym obiektu.

Podobnie jak w przypadku wyznaczania utamkéw stref fizjologicznych okreslona
zostata minimalna liczba obiektéw, jakie nalezy poddac¢ obrdbce. Ze wzgledu na
mniejsze zréznicowanie wielkosci obiektéw dobra wartos¢ srednia danego parame-
tru morfologicznego byta juz nawet uzyskiwana po zanalizowaniu 20. obiektow. Na
rysunku 11 pokazano zaleznosci catkowitej dtugosci strzepki od liczby zanalizowa-
nych obrazow.
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Rys. 10. Procedura obrébki obrazéw kietkujacych spor (pominigeto dwa pierwsze etapy).

Na rysunku 12 przedstawiono typowe formy morfologiczne kietkujacych spor.
Proces ten jest bardzo dynamiczny o czym $wiadczg bardzo silne zmiany zaréwno
ksztaltu jak i wielkosci obiektéw, w przeciagu bardzo krétkiego czasu. Kietkowanie
spor grzybéw nitkowych przebiega w trzech fazach; pecznienia spor, pojawiania si¢
kietka oraz wydtuzania sie strzepki [19].

Przecietna srednica spory Aspergillus niger przed wprowadzeniem do podtoza in-
okulacyjnego wynosita 2,93+0,15 |im, a w 6 godzinie procesu - 4,91 +0,41 pm.
Roznica tych Srednic jest miarg specznienia spor. Na rysunku 13 umieszczono krzy-
we przedstawiajgce zmiany podstawowych parametréw morfologicznych grzybni
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Rys. 11. Zalezno$¢ pomiedzy liczbg zanalizowanych obrazéw a wartoscig Srednig catkowitej diugo-
Sci strzepki (12 h procesu kietkowania spor).
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czas (h)

Rys. 12. Zmiany wygladu kietkujacej spory (rysunek wykonano w oparciu na binarnych obrazach
strzepek pochodzacych z réznych godzin procesu).

W czasie w poszczegoélnych fazach procesu. Pole powierzchni rzutu rosto nieomal
wyktadniczo w czasie od momentu pojawienia sie pierwszych kietkbw, co miato
miejsce w 6smej godzinie procesu. Wtedy kolisto$¢ spor przekraczata juz 1, ale po-
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Rys. 13. Zmiany pola powierzchni rzutu strzepki (spory), catkowitej diugosci oraz dtugosci HGU
strzepek w czasie.

zostawata mniejsza niz 1,2. Po 10,5 godzinach procesu uznano, ze rozpoczeta sie
faza wydtuzania sie strzepek, a kolistos¢ spor juz znacznie przekroczyla 1,2.

Na rysunku 13 przedstawione zostaly réwniez zmiany w czasie catkowitej dtugo-
8ci strzepek oraz diugosci HGU {Hyphal Growth Unit). Zgodnie z definicjg dlugosc
HGU (Lhgu) to stosunek catkowitej diugosci strzepki Lh do liczby wierzchotkéw n:

(15)

Ten parametr ma zatem jedynie sens dla strzepek rozgatezionych, gdyz dla
strzepki nierozgatezionej Lhgu = Lh. Zatem zgodnie z definicjg tej wielkosci 14 go-
dzine procesu uzna¢ mozna za czas inicjacji rozgaleziania sie strzepek. Wartosc
dlugosci HGU dalej jest wtasciwie stala. Mozna jg zatem uznac jako pewng ceche
Scisle powigzang ze szczepem danego grzyba nitkowego. W dalszych godzinach po-
jawiajg sie dalsze rozgalezienia az do utworzenia form typu clump. Caltkowita
dtugosc¢ strzepki, podobnie jak pole powierzchni rzutu strzepki, rosta wyktadniczo
od momentu pojawienia sie kietka (rys. 13).
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Na podstawie dwdch zakresow danych: zmiany stezenia biomasy (wyznaczanej
jako sucha masa) w czasie oraz zmiany catkowitej dlugosci strzepek w czasie wyzna-
czona zostata maksymalna szybko$¢ wzrostu biomasy (rys. 14). Niezaleznie od tego
czy brane byto pod uwage stezenie biomasy, czy tez catkowita dtugos¢ strzepek, to
uzyskane wartosci maksymalnej wtasciwej szybkosci wzrostu biomasy byly zblizone
i wynosity one odpowiednio |imax = 0,56 h** oraz Lmax = 0.57 h h

Ze wzgledu na to, ze okres$lenie stezenia biomasy jako suchej masy jest obcigzone
duzym btedem, szczegdlnie we wczesnych etapach procesu kietkowania spor ze
wzgledu na niewielkie ilosci grzybni, to mozna sie pokusi¢ o oszacowanie tej warto-
éci za pomoca tak tatwego do wyznaczenia parametru, jakim jest catkowita dlugosé
strzepki.

Opisane przyktady zastosowania cyfrowej analizy obrazu do badania wtasciwosci
morfologicznych i fizjologicznych Aspergillus niger z pewnoscia nie wyczerpuja moz-
liwosci zastosowan tej techniki. Techniki te mozna z powodzeniem przenies¢ i za-
stosowa¢ do badania morfologii i fizjologii innych szczepéw i rodzajéw grzybow
nitkowych, ale nie tylko. Techniki te znajdujg réwniez zastosowanie dla bakterii
i drozdzy, cho¢ w tym przypadku wyznacza sie oczywiscie inne parametry morfolo-
giczne. Stosowanie specyficznych barwnikéw wraz z mikroskopig fluorescencyjng
rozszerza jeszcze mozliwosci badania fizjologii mikroorganizmow, czego przyktady
znajdujg sie w dostepnej literaturze przedmiotu [5,16].
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5. WniosKki

Podsumowujgc te rozwazania mozna stwierdzic, ze:

- Cyfrowa analiza obrazu jest narzedziem pozwalajacym na szybkie okre$lanie
wiasciwosci morfologicznych mikroorganizmow (np. grzybéw nitkowych).

- Mozliwosci cyfrowej analizy obrazu jako narzedzia analitycznego sg praktycz-
nie nieograniczone, jedynym problemem jest uzyskanie obrazu o dobrej jakosci, za-
wierajacego z punktu widzenia badacza pozadane informacije.

- Cyfrowa analiza obrazu nie jest sama w sobie celem, lecz srodkiem do uzyski-
wania danych potrzebnych, np. do modelowania procesu biologicznego.

- Cyfrowa analiza obrazu pozwala ilosciowo okresla¢ pewne cechy morfologicz-
ne, ktére do tej pory mogly by¢ analizowane tylko jakosciowo.

Badania zostaty sfinansowane z grantu KBN nr 4 TO9C 004 23.
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