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RESUMO

z

O biospeckle laser € um fendmeno Optico de interferéncia que ocorre quando ha
incidéncia de luz coerente em um material biolégico que exibe algum tipo de atividade. Essa
atividade pode ser decorrente de processos biolégicos ou de fatores puramente fisicos, como a
evaporacdo e a vibragdo ambiental. O conjunto de elementos fisicos e biol6gicos que alteram o
padrdo de interferéncia do biospeckle laser € constituido por diversos elementos. Atualmente,
diversas técnicas de processamento de imagens tem sido empregadas para quantificar o nivel
de atividade de materiais biolégicos e correlacionar esses niveis com padroes de qualidade. No
entanto, as técnicas empregadas até o momento para analisar sementes por meio do biospeckle
laser ndo conseguem diferenciar os diversos elementos de forma satisfatéria. A diferenciacdo
desses elementos é de fundamental importancia para o aproveitamento do fendmeno em
aplicagdes reais, tais como a andlise de viabilidade e vigor de sementes. Essa diferencia¢do
possibilitaria a elaboracdo de procedimentos de andlise rdpidos, automdticos, objetivos e nao
destrutivos. Entre os elementos de grande relevancia para a andlise de sementes estao os danos
fisicos, que podem ser decorrentes de impacto durante o manejo, de ataques de insetos, entre
outros e, normalmente, provocam na semente dreas com atividade biolégica reduzida. Por
outro lado, uma semente pode conter areas infestadas por fungos e microrganismos diversos,
sendo que essas areas, no geral, constituem areas de alta atividade biol6gica. A fundamentacao
tedrica do biospeckle laser permite supor que seja possivel identificar e mapear os fendmenos
decorrentes da atividade biolégica em sementes, inserindo no processamento das imagens,
técnicas de andlise de frequéncia como a Transformada de Wavelets (TW). Desta forma, este
trabalho teve como objetivo principal verificar a potencialidade da TW aplicada ao sinal do
biospeckle laser, para identificar e mapear fendmenos de atividades em sementes de feijao
(Phaseolus vulgaris L.). Para a aquisicdo dos dados foram utilizados uma camera
monocromadtica, uma camera digital, um emissor laser HeNe vermelho de 632 nm e 10 mW de
poténcia e um emissor laser de diodo de 632 nm e 5 mW de poténcia. Para aferir os resultados
foi utilizado o teste padrao de Tetrazdlio (TZ). Utilizando as técnicas mencionadas, foram
gerados mapas digitais de atividade, sendo esses comparados com os resultados do TZ. Os
resultados mostraram que o mapeamento pela TW s@o capazes de identificar danos naturais e
mecanicos em sementes de feijdo. Os danos térmicos provocados artificialmente também sdo
identificados, bem como as atividades decorrentes de reacdes quimicas superficiais. A técnica
de filtragem por TW apresenta grande potencialidade na identificacdo de fendmenos de baixa
e alta atividade nas sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) e, seus resultados, podem ser
correlacionados com danos e contaminagdes.

Palavras-chave: Processamento de imagens, Speckle, Sementes - Anélise.
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ABSTRACT

The laser biospeckle is an optical interferometric phenomena that occurs when an incident
light insides on an active biological material surface. The material activity can be originated
from biological processes or even from some isolated physical phenomena. It does exist a
group of components in a biological material which can change the biospeckle interference
pattern. Many images processing techniques have been employed to quantify the activity level
of a biological material and to correlate it with quality patterns. However, the techniques
employed at this time for to quantify activity level and to evaluate seed quality, can not be
employed to identify the components with acceptable accuracy. However, the identification
and differentiation of these components is of fundamental importance to technique
development applicable to a variety of situations as seed viability analysis, seed vigor,
generating quick and non destructive, as well as capable of automation methods. Physical
damages occurring by impact during product handling, insect attack and others do generate
zones of low biological activities. By other side, seeds can exhibited zones attacked by fungi
and other microorganisms holding high biological activities. Theoretical considerations
support the possibility of identifying as well as mapping the phenomena originated from
biological activities in seeds by inserting Wavelets Transform (TW) and Frequency Analysis
in the image processing. Based on what it has been exposed before, the objectives of this
research work can be summarized as to verify the potentiality of the Wavelets Transform
(TW) applied to the laser biospeckle signal in indentifying and mapping phenomena
associated to activities in seeds of Phaseolus vulgaris, L. The experimental setup included a
monochromatic camera, a digital camera, a 632 red and 10 mW powered HeNe laser and a
diode 632 nm and 5 mW powered. A tetrazolium (TZ) test was employed as a pattern test.
The above described procedure generated digital maps of activity which were compared with
the TZ. Results showed that the technique are able of identifying natural and mechanical
bruising beans seeds. Artificialy generated thermal and chemical damages were identified as
well. TW filtering techniques exhibits significant potentiality in indentifying high and low
activities in beans seeds (Phaseolus vulgaris, L.) that can be correlated to damages and
contaminations.

Keywords: Image processing, Speckle, Seed analysis.
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1. INTRODUCAO

O biospeckle ou speckle dinamico € um fenomeno 6ptico de interferéncia que ocorre
quando hd incidéncia de luz coerente em materiais, cuja superficie seja opticamente rugosa e
que possui algum tipo de atividade. O padrdao de interferéncia formado estd diretamente
relacionado a posicdo e ao arranjo dos objetos espalhadores, sendo que, a minima perturbacio
nesse arranjo ird provocar alteracdes no padrdo de interferéncia resultante. Consequentemente,
pode-se afirmar que as alteragdes ocorridas no padrao de interferéncia carregam informacoes
relativas a atividade na superficie do objeto iluminado, bem como abaixo dela. Em materiais
biolégicos, os niveis de atividades estdo diretamente relacionados com a viabilidade celular,
troca de gases, respiracdo, atividade microbiana e atividade de dgua (aw). Por esta razdo, o
fendmeno tem sido estudado como uma potencial ferramenta aplicavel a andlise de qualidade e
viabilidade de diversos materiais biolégicos, como viabilidade de semém, patologias cutaneas
em seres humanos (SILVA, 2007), identificacdo de parasitos no sangue (ROMERO, 1999),
mapeamento de nervuras do tecido vegetal e medicao de fluxo sanguineo (SILVA, 2007). Na
Engenharia Agricola os esfor¢os no emprego dessa técnica t€m se concentrado na busca por
métodos rapidos, objetivos e nao destrutivos na avaliacdo de materiais biol6gicos, sobretudo
na area de sementes, sendo os principais estudos relacionados a avaliacdo de viabilidade e
vigor de sementes, diferenciacdo de sementes, mapeamento de dreas com atividades distintas
(BRAGA JR, 2000), avaliacdo do teor de dgua e identificacdo de espécies de fungos (BRAGA
JUNIOR et al., 2005). As principais técnicas empregadas na andlise do fendmeno sdo
baseadas na variacdo temporal dos dados com estatisticas de primeira e segunda ordem, tais
como a Histéria Temporal do Speckle (STS) e as Matrizes de Ocorréncias Modificadas
(MOC), permitindo tanto a criagdo de mapas de atividades, empregando técnicas tais como as
Diferencas Generalizadas (DG) e o Método de Fujji, bem como a quantificacdo do fendmeno,
empregando a técnica conhecida como Momento de Inércia (MI) ou Mddulo de Dispersao de
Intensidades (MDI). Dado a complexidade dos materiais biologicos, as técnicas mencionadas
tém se mostrado insuficientes para a extragdo de informacdes que possibilitem uma inferéncia
mais ampla relativo a natureza da atividade que estd sendo monitorada. Neste sentido alguns
autores tém proposto técnicas que levam em conta informacdes relativas ao padrdo de

frequéncia do biospeckle estudado, tais como as Transformadas de Fourier (TF) (ENES, 2005)



e as Transformadas de Wavelets (TW) (BRAGA JR et al., 2005). Essas técnicas permitem a
decomposicdo dos padrdes de frequéncias do biospeckle, permitindo estudar a relacio entre os
elementos amostrais e inferir em quais harmonicos, a influéncia de cada elemento se dard em
maior proporg¢ao.

Supde-se que a insercdo dessas técnicas no processamento das imagens provenientes
do biospeckle laser, torne possivel a identificacdo e geracdo de mapas exibindo dreas com
atividades distintas em sementes, permitindo, por conseguinte, a localizacdo de fendmenos que
podem comprometer a viabilidade e vigor da mesma. Diante do exposto, este trabalho buscou
investigar a aplicacdo das TW na identificacio de fendmenos de atividade em sementes de

feijao (Phaseolus vulgaris L.).



2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Investigar a potencialidade da técnica de filtragem por TW na identificacdo de
fenomenos de baixa e alta atividade nas sementes de feijado (Phaseolus vulgaris L.),

correlacionando-as com possiveis danos e contaminagdes.

2.2. Especificos

e Investigar a aplicacdo da técnica na identificacdo de danos naturais € mecanicos;
e Investigar a aplicacdo da técnica na identificacdo de danos ocasionados por agdo
térmica;

e Investigar a aplicacdo da técnica na identificacdo de dreas com uma reacido quimica.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Consideracoes iniciais sobre o biospeckle

O biospeckle pode ser definido como sendo um fendmeno 6ptico de interferéncia que
ocorre quando o laser incide sobre uma superficie onde se desenvolve um processo dindmico
(RABELO, 2000). Esse fendmeno é bem conhecido em estudos de 6ptica, ocorrendo quando a
luz laser incidente se espalha sobre uma superficie, a qual exibe algum tipo de atividade. Pode
ser notado quando se ilumina, com luz laser, materiais bioldgicos, como por exemplo,
sementes, ou em fendmenos ndo bidlogos como a corrosao e a evaporagdo. Se o objeto difusor
se move, os graos individuais do padrdo de speckle também se movem alterando assim, a sua
forma. Isso permite supor que os padrdes de speckle dindmico contém informacgdes sobre o
movimento do objeto. Esse fendmeno é muitas vezes denominado de boiling speckle devido
ao fato de sua aparéncia visual ser similar a um liquido em ebuli¢do, podendo também, ser
descrito como um fervilhamento luminoso.

Por ser dindmico, o biospeckle deve ser analisado com técnicas de processamento de
imagens e tratamento estatistico, uma vez que a observacdo visual permite apenas a
identificacdo da existéncia do fendmeno, mas nao permite quantifici-lo (RABAL; TRIVI E

ARIZAGA, 1996).

3.2. Metodologias de Avaliacao do biospeckle
3.2.1. Momento de inércia (MI)

Rabelo (2000) explica o quem vem a ser o STS, bem como, o0 médulo de dispersdo de

intensidades, da seguinte forma:

O Padrio temporal do “speckle” (STS) constitui-se de uma manipulacdo das diversas imagens
obtidas da superficie do objeto iluminado pelo laser. De cada imagem conseguida, retira-se uma
linha que € colocada ao lado da linha da imagem subseqiiente, formando uma imagem de 512x512
“pixels” denominada de STS. A ocorréncia de algum movimento superficial ou interno do material
serd transmitida para a figura do “speckle” formado e assim, a linha observada serd diferente da
anterior. Por outro lado, se a figura formada for composta por linhas bem definidas, significa que
nao estd ocorrendo mudanca na formagdo do “speckle” de uma imagem para a outra, repetindo
sempre o mesmo padrio de antes. (RABELO, 2000, p. 12).



Conforme a explicacdo do autor, a figura 1a apresenta o STS de um material que ndo
possui atividade, enquanto que a figura 1-b, apresenta o STS de um material que exibe alta

atividade.

1 a— STS sem atividade 1 b— STS alta atividade

Figura 1 - Imagens de STS sem atividade e com alta atividade respectivamente. Fonte: (RABELO,
2000).

A imagem do STS carrega informagdes relativas a atividade do material sob estudo.
Embora as diferencas entre uma imagem STS proveniente de um material de baixa atividade,
e uma imagem STS proveniente de um material de alta atividade possa ser visualmente
constatada sem maiores dificuldades, essa diferenca qualitativa nao € suficiente para fins de
automacdo no processamento dos dados. Sendo assim, procurou-se elaborar métodos
matematicos que pudessem expressar de forma numérica o nivel de atividade correspondente a
uma imagem STS. Para chegar a esta quantificacio, torna-se necessdrio transformar a matriz
STS em uma matriz de ocorréncias denominada concurrence matrix (COM), cuja defini¢do

matematica estd representada na equagao 1.

COM = |N|
)]

em que,
N;jj — numero de ocorréncias de intensidades

i,j — intensidades sucessivas

A matriz de ocorréncias assume a forma predominante de uma matriz diagonal, onde

os valores principais se concentram em torno da diagonal principal (quando i =j). Os desvios



da diagonal principal estdo relacionados com o nivel de atividade, pois quando uma
intensidade aparece seguida de um valor diferente significa que ocorreu variagdo na
intensidade do pixel, e nesse caso, i € diferente de j. A figura 2 mostra a matriz de ocorréncias

da figura 1a e Figura 1b, respectivamente.

Fig. 2-a MOM baixa atividade Fig 2-b MOM alta atividade

Figura 2 - Matriz de Ocorréncias Modificada das figuras 1 —a e 1 - b, respectivamente. Fonte:
(RABELO, 2000).

Para se extrair um nimero que represente ou quantifique essa dispersao, Arizaga et
al. (1999) propuseram calcular o momento de inércia (MI) da matriz de ocorréncias
modificada (MOM). O método foi estudado por Rabelo (2000), que comprovando sua eficdcia
passou a tratd-lo como Modulo de Dispersao de Intensidade (MDI). Esse parametro consiste
no somatério dos produtos dos valores de intensidade da matriz pelo quadrado da distancia
entre cada elemento da matriz e a diagonal principal. A equacdo 2 representa a operagdo do

moédulo de dispersao de intensidades, mais conhecido como momento de inércia (IMI).

MDI= ) Myq_y
7
2)

3.2.2. Diferencas Generalizadas (DG)

O método de Diferencas Generalizadas (DG) permite indicar dreas que apresentem

diferentes niveis de atividades relacionadas a mudancga do padrdo do speckle observado. Essa



metodologia se baseia em trabalhar a imagem obtida do corpo iluminado, identificando a
intensidade luminosa de cada pixel que a compde, sendo essa intensidade € expressa por
I(x,y), em que (x,y) sdo as coordenadas do pixel. O que se faz, entdo, € realizar uma soma de
diferencas de intensidade entre uma imagem e a sua subsequente (ARIZAGA et al.,1999). O
resultado serd uma nova imagem e um clareamento dos pixels que apresentarem mudancgas de

intensidade, representado pela equacao 3.

Ly = ) ) IheG6y) = hea G )]
k 1

Em que: k - nimero da imagem

(3)

I — intensidade

x,y —pixels subsequentes.

Usualmente, o nimero de imagens utilizadas no processamento ¢ da ordem de

centenas.

3.2.3. Método de Fujii

Assim como o método de DG, o método de Fujii (FUJII et al., 1987) permite
identificar dreas em um espécime com diferentes niveis de atividade, porém aqui ha uma
ponderacdo na qual as diferencas das imagens consecutivas sdo divididas pela soma das

mesmas. A equacdo 4 mostra como a imagens proveniente do método Fujii € calculada.

N-1

. Ik+1(x'y) — Ik(xJ.V)
@) =) Ler1(6,9) + 1 (%, y)

k=1
(4

Em que: N — € o ntimero total de imagens.



Em alguns casos, o Fujii permite uma melhor visualizacdo do que ocorre, em termos
de atividade, no material analisado devido a esta ponderagao.
Esta técnica, juntamente com o DG, foi utilizada neste trabalho para a identificacdo

de fendmenos em sementes, delimitando areas com niveis de atividade diferentes.

3.2.4. Método de Contraste de Correlacoes Sucessivas

Nesse método utiliza-se o coeficiente de correlacdo, proveniente da funcdo de
autocorrelacdo. Esse coeficiente indica numericamente quanto o padrdo speckle ¢ semelhante
consigo mesmo num instante ou numa regido diferente. O equacionamento matematico
encontra-se detalhado no trabalho de Silva (2007).

O método consiste em comparar uma linha ou coluna de pixels do STS com ela
mesma no instante imediatamente posterior.

B. Ruiz et al. (2005) descreve com detalhes como esta técnica pode ser utilizada para

tratar matematicamente as imagens de biospeckle coletadas.

3.2.5. Laser Speckle Contrast Analysis (LASCA)

Este método foi proposto por Briers e Webster (1995) e sua sigla quer dizer Laser
Speckle Contrast Analysis, em portugués, Andlise de Contraste do Speckle Laser. Seu
principio é a perda de contraste que ocorre quando se tira uma fotografia de um objeto
dindmico. Nesse contexto, a movimentagao ocorre num intervalo de tempo menor que o tempo
de integracdo da camera. Dessa forma, um tecido com alta atividade terd uma imagem
formada com menor contraste que uma imagem de um tecido estdtico. (RABAL, 2009). Uma
das desvantagens dessa técnica € a interferéncia do contraste espacial, que é devido a
rugosidade do material, ndo sendo caracteristico da atividade bioldgica ou de um processo
dindmico que se queira monitorar. Sua vantagem € permitir que a avaliagdo seja feita a partir
de uma tnica fotografia, sendo util em aplicacdes da medicina, ou quando se trabalha com
animais cuja respiragdo e movimentacdo, dificultam a permanéncia na mesma posi¢do para

obtencdo de sequéncias de imagens (SILVA, 2007).



Briers e Webster (1995) mostram detalhes matematicos da técnica e a forma como ela
¢ utilizada para tratar e interpretar as imagens de speckle dinamico obtido de materiais

bioldgicos.

3.2.6. LASTCA: Analise de Contraste Temporal do Laser Speckle

Este método consiste na construcio de um mapa através do cdlculo do contraste
temporal das intensidades de cada pixel ao longo do tempo. Para tanto sdo necessdrias varias
imagens (ordem de dezenas) sequentes do objeto e a variagdo dos pixels ao longo do tempo ird

gerar o valor de intensidade no mapa final. (SILVA, 2007)

3.2.7. Coeficiente de Hurst

O parametro ou expoente de Hurst (H) é uma ferramenta capaz de caracterizar o grau
de auto-similaridade de um processo, ou seja, ¢ uma medida de correlacdo e persisténcia.
(SOTERRONI; DOMINGUES; RAMOS, 2008).

O valor desse expoente varia entre O e 1. A classificacdo para a dependéncia temporal
do sistema €: para H = 0.5 o sinal ou processo € aleatério; para valores entre 0 < H < 0.5, o
sinal é caracterizado como anti-persistente, ou seja, existe uma probabilidade maior do que
cinqiienta por cento de que um valor “negativo” seja seguido de um valor “positivo”; e para
0.5 < H < 1, o sinal é dito persistente, pois apresenta uma tendéncia, isto é, a probabilidade de
repeticdo de um valor € maior do que cinqgiienta por cento.(SOTERRONI; DOMINGUES;
RAMOS, 2008)

Processos auto-similares podem ser usados para descrever o comportamento de
sistemas bioldgicos, geoldgicos, trafego de redes, mercado financeiro e séries temporais de
precipitacio de chuvas (SALOMAO, RODRIGUES NETO e CAMPANHA, 2008).

Existem diversos estimadores para o parametro de Hurst (H), tais como espectro de
poténcia de Fourier, semi-variograma, transformada wavelet, estatistica R/S, entre outros.

A transformada wavelet decompde um sinal no dominio do espago e do tempo,

tornando possivel estudar a invaridncia de escala de processos auto-similares por meio da



decomposicdo realizada na andlise multiresolucao (SOTERRONI; DOMINGUES; RAMOS,
2008).

Passoni (2004) propds a descricdo do speckle dinamico com base no estimador de
wavelet de Hurst. Considerando a caracterizacdo prévia do biospeckle baseada na funcdo de
autocorrelacdo e sua relacdo com o coeficiente de Hurst, um estimador baseado em wavelet foi

proposto como ferramenta de obten¢do de caracteristicas do speckle dinamico.

3.2.8. Método de quantificacao baseado na entropia

Rodrigues (2007) quantificou a atividade bioldgica através do biospeckle utilizando o
principio da entropia. Em sua tese, a0 monitorar um sistema, observou que se a entropia final
era maior que a entropia inicial, isso também era visivel através da imagem obtida do
biospeckle do material.

O modelo matemadtico que descreve a entropia e a associa ao biospeckle encontra-se

detalhado em Rodrigues (2007).

3.3. Biospeckle Laser em Sementes

Na literatura encontram-se trés linhas principais de estudos de aplicagdo do
biospeckle em sementes, sendo elas relacionadas com avalia¢do de teor de dgua, diferenciacio
dos niveis de atividade e deteccdo de patdgenos. Tais estudos devem ser analisados em
conjunto, pois trazem importantes informacdes de interagdo do fendmeno, contribuindo assim
para o dominio da técnica do biospeckle laser como uma ferramenta para a andlise de
qualidade de sementes e avaliagdo de materiais biologicos.

Braga Junior (2000), trabalhando com sementes de feijao (Phaseolus vulgaris L.) em
cinco diferentes niveis de umidade (13, 20, 30, 37, 46 % b.u.) com e sem recobrimento com
filme de PVC, comprovou a influéncia do teor de 4gua e da evaporacdo nos resultados do
biospeckle. O autor utilizou a técnica conhecida como Diferencas Generalizadas (DG).

Braga Junior et al. (2000 e 2001), utilizaram o laser para diferenciar tecidos vivos de

tecidos mortos em sementes, utilizando as técnicas conhecidas como Asakura e MI
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respectivamente. O autores mostraram que as técnicas mensionadas possuem potencial para
ser utilizada na avaliacdo de sementes e materiais bioldgicos.

Moreira et al. (2002), realizaram um estudo de caracterizagdo da transmissdo do laser
em sementes de feijdo avaliando trés diferentes espessuras (1 mm, 2 mm e 4 mm) e dois niveis
de umidade (9,5 % e 23,5 % b.u.). Os resultados mostraram que quanto maior o teor de dgua,
maior € a penetracdo do laser no tecido da semente.

Enes et al. (2004) avaliaram a sensibilidade do método do biospeckle laser
trabalhando com sementes de feijaio com diferentes niveis de atividade. Observou-se ser
possivel diferenciar niveis extremos e alguns niveis intermedidrios de atividade. As sementes
com niveis intermedidrios de atividade foram obtidas através da técnica conhecida como
envelhecimento acelerado e na quantificacdo do biospeckle foi utilizado o MI.

Enes (2005) avaliou a interacdo dindmica de interferéncia da 4gua em tecidos vivos e
tecidos mortos de sementes de feijao. O trabalho mostrou ser possivel utilizar o biospeckle
para diferenciar niveis de atividade em diferentes faixas de umidade e o quanto o teor de dgua
influéncia nos resultados.

Rodrigues (2007) utilizou o speckle dindmico para avaliar a atividade metabdlica de
sementes utilizando a técnica de entropia.

Nascimento et al. (2007) propuseram métodos de simulacdo computacional para o

fenomeno biospeckle laser simulando sua aplicagcdo em sementes.

3.4. Biospeckle Laser em Medicina

Briers (1993) cita as diversas aplicagdes do biospeckle na area médica, como por
exemplo; medi¢do de fluxo sanguineo na retina, avaliacdo e mapeamento de fluxo sanguineo
na pele, medida de fluxo sanguineo em 6rgaos internos e no fundo ocular, anélise da atividade
biolégica em células vivas e andlise de emissdo de calor em embrides de ovos. O autor ressalta
ainda, as potencialidades de aplicacao do biospeckle na area bioldgica.

Briers e Webster (1995) utilizaram a técnica conhecida como LASCA (Laser speckle
contrast analysis) para estudar o contraste do speckle laser no monitoramento do fluxo

sanguineo capilar.
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Romero (1999) utilizou o biospeckle laser para diferenciar sangue contaminado com
Trypanosoma Cruzi de sangue ndo contaminado.

Briers (2000) apresenta uma revisdo sobre as técnicas do biospeckle e suas potenciais
aplicacdes na medicina, no estudo o autor mostra o tratamento matematico do fendmeno, fala
sobre a variacdo temporal do speckle e as diversas aplicacdes biomédicas tanto das
propriedades estatisticas de primeira ordem quanto das propriedades estatisticas de segunda

ordem.

3.5. Outras Aplicacoes Para o Biospeckle

Oulamara, Tribillon e Duvernoy (1989) utilizaram a correlacdo temporal do speckle
para avaliar atividade em superficies de espécimes botanicos.

Hogert et al. (1994) utilizaram o laser para avaliar deformacdes e movimentos de
superficies.

Xu, Joenathan e Khorana (1995) utilizaram o biospeckle para avaliar as propriedades
espaciais e temporais de espécimes botanicos.

Mizukami, Muramatsu e Soga (1997) utilizaram o biospeckle para avaliar o
espalhamento de luz laser por particulas num meio liquido, visando, entre outros, a proposta
de um modelo para aplicacdo na drea ambiental.

Patorski e Olszak (1997) e Lehmann (1997) utilizaram o padrao do speckle
interferométrico laser para avaliar superficies de objetos.

Rabelo (2000) avalia a qualidade de laranjas utilizando o biospeckle laser, o autor
passa a denominar o método de quantificacdo, antes chamado de Momento de Inércia (MI), de
Modulo de Dispersao de Intensidades (MDI).

Amalvy et al. (2001) propdem uma nova técnica para avaliar secagem de pintura
baseada no speckle dindmico interferométrico.

Pajuelo et al. (2003) utilizaram o biospeckle para avaliar danos em frutos.

12



3.6. Analise de frequéncia do biospeckle laser

3.6.1. A transformada de Fourier

As técnicas de processamento e quantificacdo apresentadas até o momento, ndo
avaliaram informagdes relativas as frequéncias que compdem os sinais presentes nas imagens,
0 que poderia trazer mais informacdes sobre os processos monitorados, uma vez que, cada
imagem carrega informacdes sobre a variacdao temporal da intensidade do pixel; essa variacdo,
por sua vez, estd relacionada com a atividade do material que estd sendo iluminado. Dessa
forma, € possivel decompor a variacdo de intensidade do pixel em um espectro de frequéncia,
a exemplo do que € feito na andlise de um sinal de dudio. Assim, ao considerar que uma linha
amostral retirada de imagens sucessivas de 512 pontos contém uma funcdo temporal
estaciondria, essa funcdo pode ser decomposta em uma série de harmonicos através da
Transformada de Fourier. Como os dados se apresentam de forma discreta, utiliza-se a
transformada discreta de Fourier. Esta transformada pode ser calculada para todo vetor de
comprimento 2" através de um algoritmo computacional denominado Fast Fourier
Transforme (FFT) ou Transformada Rapida de Fourier, conforme descrito nos trabalhos de
Loan (1992); Meyer (2000); Oppenheim, Schafer e Buck (1999); Press (1992); Rivest, Shamir
e Adleman (1978). A equacdo 5 € a expressdo da Transformada de Fourier para uma fungdo

continua.

F(w) = ff(t)e“'Wtdt

(&)

A equacdo 6 representa a convolucdo da func¢do f pela funcgdo g.

(f * 9)(O) = j @O (¢ - T)de
0

(6)
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A equacdo 7 expressa a correlacdo cruzada entre duas fungdes, denominadas fe g.

t
(f 0 9)(©) = j F(D)g(t — T)dT
0

(7
Quando g=f, tem-se a autocorrelacdo, que pode ser representada pela equacio 8.
frf
(®)

Em que f " representa a funcdo f invertida no tempo. Segundo o teorema de Wiener-
Kintchine, a transformada de Fourier da autocorrelagdo de uma funcao f qualquer € igual ao

quadrado do Mdédulo da transformada de Fourier da func¢do f (equacdo 9).

Sifxf Ty =F

Por outro lado, o Teorema da Convolucdo, diz que a transformada de Fourier da
convolucdo de uma funcdo f € igual ao quadrado da transformada de Fourier da funcdo f

(equacdo 10).

S{f*f1=F"

(10)
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Dessa forma, pode-se afirmar que o moédulo da transformada de Fourier da

convolu¢do € numericamente igual a transformada de Fourier da autocorrelacdo (equagdo 11).

S S = FE =] =3

(In

Isto permite supor que, tanto a convolucdo da Transformada de Fourier quanto a
correlacdo, podem ser igualmente utilizadas para a realizacdo de trabalhos que permitam a

andlise de frequéncia de imagens.
3.6.2. Filtros utilizando a Transformada de Fourier

O uso das transformadas de Fourier (TF) ndo se limita a simples andlise de
frequéncias, mas também permitem a criagdo de filtros para a eliminacdo de determinada
faixas de frequéncias. Isto é conseguido calculando a Transformada, eliminando as faixas de
frequéncia desejadas e realizando a Transformada de Fourier inversa. A eliminag¢do das faixas
de frequéncia é feita eliminando os valores indesejados, normalmente os de alta frequéncia.
No entanto, este processo € limitado, pois ndo permite trabalhar com partes separadas da
imagem (janelas). Para resolver este problema, Galvado et al. (2001) cita a Transformada de
Fourier Janelada (TFJ), sendo que esta, segundo o autor, consiste em dividir a fun¢do em
regides (janelas) e aplicar a TF em cada uma delas.

Matematicamente, a TFJ € definida como:

F(pw) = X S = e
(12)

w(x) € a fun¢do de janelamento e p € a posi¢do da janela na fungdo.
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Segundo Galvao et al. (2001), dois fatores afetam a eficiéncia da TFJ, sendo um
deles o efeito de borda causado pela criacao das janelas, e o outro, a escolha da largura para a
funcdo janelamento.

Para contornar estes problemas foram introduzidas as transformadas de wavelets, que
permitem criar janelas com tamanho varidvel, além de suavizar os contornos, permitindo a

reconstru¢do da funcao original.
3.6.3. Transformada de Wavelet (TW)

A transformada de wavelet (TW) surgiu como uma resposta as limitacdes da TF. Por
ser mais modeldvel, do ponto de vista matematico, a TW permite que seja ajustada uma
funcdo para cada sinal (ou imagem) com janelamento varidvel e bordas suavizadas. A equacao

13 traz a definicdo matematica para a Transformada de Wavelet (TW) de uma funcao f(x).

wf (@)= [ f(x)y,,(x)dx

13)

Para dados discretos a fungdo 14 pode ser simplificada, ficando representada por um

somatério, como exibido na equacdo 14.

Wi (@b) =3 f(x)y.,(x)

(14)

A fungdo y.p(x) € chamada de wavelet e é derivada de y(x), como demonstra a

equacao 15.
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1 x—>b
ya,b(x)zﬁy a

(15)

Na TW, b representa a translacdo da wavelet, ou posi¢cdo da janela, enquanto o a esta
relacionado ao tamanho da janela. Para trabalhos envolvendo dados discretos, normalmente
utiliza-se a=2" e b=n2", sendo m e n nimeros inteiros e a € b o nimero de imagens usados na
andlise.

Para o célculo computacional, normalmente utiliza-se o algoritmo de decomposi¢io
em arvore proposto por Mallat (1989). A utilizagdo do algoritmo de Mallat (1989) permite a
elaboragdo de filtros passa baixa e filtros passa alta, dando assim, maior poder de andlise a

TW.

3.6.4. Transformada de Wavelet (TW) aplicada ao biospeckle

Em se tratando de trabalhos envolvendo biospeckle, estudos realizados por alguns
autores tem apresentado grande potencial de aplicacdo da Transformada de wavelets na anélise
do fendmeno. Passoni et al. (2005) utilizaram wavelets e entropia para avaliar processo de
secagem de pintura, sementes e danos em frutos. Braga Junior et al. (2007) utilizaram
wavelets para avaliar imagens provenientes de diversos materiais biolégicos. Marques, Braga
e Pereira (2010) utilizaram wavelets na avaliagdo de processos dinamicos em biofilme,
conseguindo identificar dreas de baixa atividade circundadas por dreas de alta atividade
utilizando o método de filtragem baseado em wavelets. Os autores propuseram ainda, uma
nova maneira de avaliar os resultados provenientes da filtragem, que denominaram Space
Spectral Speckle Matrix (3s Matrix). Esta metodologia foi utilizada neste trabalho, adotando-
se a nomenclatura matriz 3s. Esta matriz ¢ gerada da seguinte forma: Utilizando-se um
conjunto de 128 imagens representativas da variacdo temporal do speckle, realiza-se a
filtragem em frequéncias por wavelets, utilizando as ferramentas disponiveis no software
MATLAB. Como resultado desta filtragem, tem-se um conjunto de 25 bandas de frequéncias,

sendo que cada uma destas bandas contem 128 imagens filtradas. Utilizando-se a metodologia
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DG ou Fujii, procede-se entdo a geracdo dos mapas de atividades para cada uma das 25 bandas
de frequéncia, obtendo desta forma, 25 mapas de atividades. Em seguida, toma-se uma linha
de pixels passando por uma drea de interesse, sempre na mesma posi¢do, em cada uma dos 25
mapas de atividades gerados, sendo que estas linhas sdo agrupadas, formando uma matriz, na
qual o eixo das abscissas corresponde ao tamanho da linha em pixels e o eixo das ordenadas as
bandas de frequéncia. A titulo de ilustra¢do, pode-se observar na Figura 3 o resultado

alcancado por Marques, Braga e Pereira (2010) avaliando biofilmes.
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Figura 3 — Matriz 3s formada apartir de uma linha central de 640 pixels retirada de 25 imagens com
difernetes faixas de frequencias. Fonte: (MARQUES; BRAGA; PEREIRA, 2010).

As faixas de frequéncias estao representadas no eixo das ordenadas e divididas em 25
faixas distintas, sendo que a faixa 25 corresponde a frequéncia mais baixa. O eixo das
abscissas representa o tamanho da linha amostral em pixels. Segundo os autores, o pixel 320
representa 0 meio da imagem e o brilho observado nas frequéncias mais baixas nesta
coordenada corresponde a uma drea seca no material analisado.

Nos trabalhos citados, os autores utilizaram a wavelet de Morlet na reconstrucao do

sinal, sendo a mesma também utilizada no presente trabalho.
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3.7. Motivacao para realizacao deste trabalho

Braga Jr (2000) realizou diversos experimentos exploratdrios buscando identificar
danos em sementes de soja através das metodologias Fujii e DG. O autor comparou os
resultados com o teste padrao de tetrazélio (TZ), porém ndo conseguiu resultados satisfatorios.
O autor observa que a identificacdo seria importante para aplicacdes do método na engenharia
agricola, e ressalta que trabalhos futuros deveriam ser realizados buscando identificar danos
em sementes. A Figura 4 permite observar um dos resultados encontrados pelo autor, onde
nota-se um dano bem identificado na imagem proveniente do TZ, porém o mesmo niao pode

ser identificado pelo método de Fujii.

2

(a) Método de Fujii (b) Teste do Tetrazolio

Figura 4 - Semente do Soja processada pelo biospeckle e com o tetrazélio. Fonte: (BRAGA JR,2000)

Dessa forma, este trabalho buscou dar uma nova abordagem ao problema, voltando a
investigar a identificacdo de danos em sementes, utilizando novas metodologias de andlise que
ndo existiam na época em que o primeiro estudo foi realizado, como a andlise de frequéncias

por wavelets e a matriz 3s proposta por Marques, Braga e Pereira (2010).

3.8. Teste de tetrazolio (TZ)

O teste de tetrazolio € um dos testes mais usados por tecnologistas de sementes

visando uma avaliagdo rapida da qualidade das mesmas. Segundo Brasil (2009) o teste de
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tetrazdlio, além de avaliar a viabilidade e vigor dos lotes de sementes, fornece o diagndstico
das causas pela reducdo da qualidade, tais como danos mecanicos, deterioracdo por umidade e
danos de percevejos.

Na semente, os sais de tatrazolio se reduzem nos tecidos vivos, resultando em um
composto de cor vermelha (formazan). Por sua vez, as enzimas desidrogenases catalizam as
reacOes respiratérias nas mitocondrias (organela celular-citoplasma) durante a glicélise e o
ciclo de Krebs. Essas enzimas, e especificamente a desidrogenase do dcido malico, participam
do processo reduzindo o sal de tetrazélio nos tecidos vivos.

Quando o tetrazélio € reduzido, formando o trifeniformazan, indica que hé atividade
respiratoria nas mitocondrias, significando que hd viabilidade das células e, portanto, dos
tecidos. Assim, a coloracdo resultante da reacdo € indicacdo de viabilidade pela deteccdo da

respiracdo celular. Tecidos ndo vidveis ndo reagem e, consequentemente, ndo se colorem.

3.9. Anatomia da semente de feijao

A Figura 5 permite observar a anatomia da semente de feijao, com suas principais

partes constituintes.
Plimula

Hipocétilo

Radicula

Cotilédones

Tegumento /

Figura 5 — Anatomia da semente de feijao (Phaseolus vulgaris L.). Fonte: (BOREM, 2001)

O feijao € uma dicotiledonea, a anatomia das dicotiledoneas € relativamente mais
simples do que das gramineas. Os graos das dicotiledoneas sdo formados basicamente pelo

tegumento e pelo embrido.
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O tegumento é composto por vérias camadas. E o revestimento externo dos grios das
plantas dicotiledoneas. Constitui-se numa cobertura seca, dura e impermedvel, representando
uma barreira natural contra diversos fatores de deterioracdo tais como insetos,
microrganismos, umidade e acdo mecanica. O tegumento € revestido por uma camada de cera
denominada de cuticula. Em geral, a cuticula afeta o controle de troca de umidade entre o grao
e o ambiente. Em alguns casos, quando os grdos sdo excessivamente secos, 0 tegumento
torna-se impermedvel a d4gua, impedindo o processo de germinagao.

O embrido é formado por dois cotilédones e pelo eixo embriondrio. A parte do eixo
situada abaixo da inser¢do dos cotilédones é denominada hipocétilo. A por¢do terminal
inferior é denominada radicula e € revestida pela coifa. A parte do eixo acima dos cotilédones
¢ denominada Epicétilo, apresentando na sua extremidade a plimula. A plimula é formada

pela gema apical e pelos primérdios foliares (BOREM, 2001).
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4. METODOLOGIA

4.1. Experimento 1 — danos naturais e mecanicos

Esta parte do trabalho foi realizada na Universidade Federal de Lavras. Nos ensaios
foram utilizados uma camera CCD (Dispositivo de Carga Acoplada), um microcomputador
para captura dos dados e outro para o processamento das imagens com processador Duo Core
e 4 GB de memédria RAM, um laser HeNe vermelho (632 nm) de 10 mW de poténcia, mesa
Optica com sistema anti-vibragdo, Sal de Tetrazélio (TZ) e o software MATLAB 6.5 usado
para o processamento dos dados. A amostra foi composta por sementes de feijao (Phaseolus
vulgaris L.) da variedade pérola, apresentando qualidade comprometida devido ao
armazenamento em condi¢des inadequadas (sem controle de temperatura e umidade) durante o
periodo de um ano. Estas sementes foram escolhidas a fim de maximizar as chances de
encontrar danos naturais, como aqueles ocasionados por picadas de insetos e impactos
mecanicos, bem como outros decorrentes do armazenamento inadequado. O experimento foi
realizado em laboratério 6ptico com auséncia total de luz branca, sendo que a tnica fonte de
luz era aquela emitida pelo laser. Apenas a parte interna dos cotilédones foi iluminada. O valor
da taxa de aquisi¢do adotado na camera foi de 12,5 Hz.

Uma amostra das sementes que foram selecionadas para o experimento foi levada a
estufa a 105 ° C durante 24 horas conforme metodologia descrita por Brasil (2009) para avaliar
o seu teor de dgua inicial. O restante das sementes, com umidade 12 % b.u, foi colocado em
um recipiente metdlico e agitado manualmente durante cinco minutos, para provocar danos
mecanicos nas mesmas. Em seguida, as sementes que haviam sido agitadas, foram hidratadas
com 4gua destilada, até atingir a umidade de 25 % b.u, sendo esta umidade confirmada pelo
método da estufa a 105 ° C durante 24 horas. Em seguida, 70 sementes que haviam sido
submetidas a agitacdo, foram escolhidas de forma aleatéria, tendo os seus cotilédones
separados, através de um bisturi, tomando-se o cuidado de manter as partes intactas, e
colocados em um recipiente identificado numericamente. Um dos cotilédones de cada semente
foi colocado em uma solu¢do contendo sal de tetrazdlio a 1 % (TZ) durante 4 horas. O

recipiente contendo a solu¢do de TZ mais as sementes foi envolto em papel aluminio para
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garantir que a reacdo ocorresse na auséncia de luz, e identificado numericamente, conforme

pode ser observado na Figura 6 e na Figura 7.

Figura 6 — Recipientes com vdrios compartimentos de armazenamento contendo os cotilédones e a
solucdo de TZ envoltos em papel aluminio para bloquear a entrada de luz durante a reagao.

et

e i S S

Figura 7 — Cotilédones dispostos nos recipientes abertos ap6s a reagdo com TZ.

O outro cotilédone, de cada semente, foi armazenado em recipiente hermético e

igualmente identificado conforme ilustrado na Figura 8.

Figura 8 — Recipientes com vérios compartimentos de armazenamento contendo os cotilédones das
sementes para armazenamento até a execucdo dos ensaios com biospeckle laser.
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Em seguida, tomou-se nota dos cotilédones submetidos ao TZ que apresentaram
danos com possibilidade de serem simétricos. Somente os pares dos cotilédones (o outro
cotilédone proveniente da mesma semente) que apresentaram danos com potencial de serem
simétricos foram levados ao teste do biospeckle laser. Apds o ensaio com biospeckle lasero
cotilédone foi também submetidos ao TZ, para assegurar de que o dano simétrico estava
presente. O diagrama da Figura 9 ilustra o procedimento realizado apds agitacdo e hidratacao

das sementes.

Sementes
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(\ ( \ ( \ Cot. separados. ' . .
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-

ps|
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Mapa biospeckle e TZ

Figura 9 — Diagrama ilustrando as etapas experimentais.
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Para o ensaio com biospeckle as seguintes etapas foram realizadas:
1. coleta de imagens;
2. geragdo do mapa de atividade para cada semente utilizando DG e Fujji sem andlise
de frequéncia;
3. filtragem das imagens utilizando a TW;
4. geracdo dos mapas de atividade e da matriz 3s para cada semente, utilizando as
imagens filtradas por TW;
7. comparagdo entre os mapas de atividades gerados, com e sem filtragem, com as

areas coloridas pela solucdo de Sal de Tetrazdlio.

Toda a etapa de coleta de dados foi realizada na Universidade Federal de Lavras,
sendo a andlise dos dados realizada na Universidade Estadual de Campinas. A configuragcao
experimental utilizada foi a mesma descrita em detalhe por Braga Jr. (2000), ilustrada na

Figura 10.

Computador

Figura 10 — Disposi¢do dos equipamentos experimentais durante a captura das imagens e iluminacao
pelo laser.

4.2. Experimento 2 — danos térmicos provocados por uma agulha aquecida

Este experimento foi realizado no Laboratério de Otica e no Laboratério de Pos-
colheita da Faculdade de Engenharia Agricola da Universidade Estadual de Campinas
(FEAGRI/UNICAMP) e no Laboratério de Anatomia Vegetal do Instituto de Biologia da
Unicamp (IB/UNICAMP). Nos ensaios foram utilizados um laser diodo vermelho de 5 mW,
uma camera filmadora digital SAMSUNG SC-HMX?20C, sal de tetrazdlio (TZ), sementes de
feijdo (Phaseolus vulgaris L.) da variedade pérola, solucao de hipoclorito de sédio a 2 % de

cloro ativo, estufa, balanga analitica, uma seringa descartdvel de 5 ml, uma vela de parafina,
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um microscopio optico de luz polarizada, um computador tipo PC com processador Duo Core
e 4 GB de memédria RAM e aplicativos computacionais desenvolvidos para o processamento
das imagens nas plataformas MATLAB 6.5 e ImageJ 1.43. A taxa de aquisicdo adotada na
camera foi 30 Hz.

Um lote de 1000 g de sementes de feijao foi colocado imerso em dgua destilada e
acondicionado em uma estufa de pré-condicionamento, sendo mantido na temperatura de 35 °
C durante duas horas. Apds este pré-condicionamento, as sementes foram mergulhadas,
durante cinco minutos, em uma solucdo de hipoclorito de s6édio com 2 % de cloro ativo, para
desinfestacdo e, em seguida, lavadas em dgua destilada. Apds a desinfestacdo e lavagem foram
retiradas trés amostras de 25 gramas cada e levadas a estufa para determinar umidade
(BRASIL, 2009). Do mesmo lote que foram retiradas as amostras, foram retiradas 10 sementes
para proceder os ensaios com biospeckle laser, sendo que estas sementes tiveram seus
tegumentos retirados e um de seus cotilédones descartado. O outro cotilédone foi submetido
ao procedimento de dano pontual por agulha aquecida, objetivando provocar um dano em um
local conhecido na semente, para tentar identifica-lo posteriormente com o biospeckle. Este
procedimento foi realizado da seguinte forma: Uma vela de parafina foi colocada acessa na
bancada de trabalho. Préximo a vela, os dez cotilédones escolhidos foram colocados com a
parte interna voltada para cima. A agulha da seringa foi colocada em contato com a chama da
vela, até apresentar coloracao avermelhada, sendo entdo utilizada para perfurar o cotilédone no
sentindo transversal do mesmo, provocando dessa forma, um dano em local conhecido, sendo
parte deste dano causado pelo calor e parte pela pressdao da agulha ao perfurar o cotilédone. A
extensdo da perfuracdo abrangeu a parte interna do cotilédone até sua periferia, como ilustrado

na Figura 11.

Seringa Com
agulha
quente

Coétiledone
do feijdo.

Figura 11 — Representacdo da agulha aquecida perfurando o cotilédone da semente de feijao.
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O procedimento foi reproduzido para cada um dos dez cotilédones. Apds o dano ser
provocado, as sementes foram armazenadas em ambiente hermético por 16 horas, para que
houvesse uma estabilizacdo das trocas de fluidos entre a regido danificada e a regido integra.
Apds o armazenamento, nove sementes foram iluminadas com o laser e submetidas ao
procedimento de anélise com biospeckle e uma das sementes foi levada ao microscépio dptico
de luz polarizada para avaliar o efeito da agulha aquecida nas células da semente. Terminada
a coleta de dados para o teste do biospeckle, as nove sementes foram imersas em solucido de
TZ para iniciar o processo de coloragdo, ficando imersas em uma solucdo durante o periodo de
4 horas em temperatura de 25 ° C no interior de uma estufa sem iluminagdo. Ao ser retiradas
da estufa as sementes foram fotografadas e suas imagens comparadas com o resultado do
processamento do biospeckle laser. No processamento com biospeckle foram utilizadas as
técnicas DG e Fujii sem filtrar, DG e Fujii filtrados por wavelets e matrizes 3S. A Figura 12
¢ um diagrama ilustrando as etapas experimentais. A disposi¢do dos equipamentos de captura
de imagens para o biospeckle foi o mesmo adotado no experimento 1 e pode ser visualizado na

Figura 10 (mesma do experimento 1).

Sementes de Feijao Estufa 35 C, 2 h
h i h
Imersdo em agua destilada Hipoclorito 2 %, 5 min
Estufa (Umidade) < Lavagem
h
Separagdo dos cotilédones

Dano com agulha aguedda

v

Armazenamento por 16 h

¥

Biospeckle

A

Microscopio

TE

A

Figura 12 — Diagrama representando as etapas experimentais.
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4.3. Experimento 3 — Reacdo quimica em area localizada com gota de Tetrazélio

Este experimento foi realizado no Laboratério de Optica e no Laboratério de Pés-
colheita da Faculdade de Engenharia Agricola da Universidade Estadual de Campinas
(FEAGRI/UNICAMP). Nos ensaios foram utilizados um emissor laser diodo vermelho de 5
mW, uma camera filmadora digital SAMSUNG SC-HMX?20C, sal de tetrazdlio (TZ), uma
semente de feijao (Phaseolus vulgaris L.) em boas condigdes, uma estufa, uma seringa
descartdvel de 5 ml, um computador tipo PC com processador Duo Core e 4 GB de memoria
RAM e os software MATLAB 6.5 e Image]J 1.43. A taxa de aquisi¢do adotada na camera foi
30 Hz.

Um lote de sementes de feijdo foi imerso em dgua destilada e acondicionado em uma
estufa, sendo mantido na temperatura de 35 ° C durante duas horas. Em seguida uma semente
foi retirada do lote e seus cotilédones foram separados. Um dos cotilédones foi escolhido para
andlise. Uma seringa foi usada para colocar uma gota de Tetrazdlio a 95 % na superficie
interna do cotilédone, seguindo-se a iluminagdo da semente com o laser e captura de imagens
para realizar o biospeckle do momento inicial. Apds a iluminac@o, a semente foi colocada
dentro de uma pequena caixa, sendo a caixa posteriormente envolta por papel aluminio e
mantida nesse estado por um periodo de 4 horas para ocorrer a reagdo no contato entre a gota
de Tetrazdlio e a parte interna do cotilédone. Em seguida, a semente foi retirada da caixa e
submetida ao ensaio com biospeckle novamente. A semente foi novamente colocada na caixa e
ensaiada mais uma vez 24 horas depois, sendo também fotografada comparar com as imagens

geradas pelo biospeckle. A Figura 13 exibe a caixa usada para realizar a reac¢do do tetrazdlio.
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Figura 13 — Caixa usada para armazenar a semente durante a reagao.

Na Figura 14 € apresentado o fluxograma das etapas deste experimento.
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Figura 14 — Diagrama representando as etapas experimentais.

A disposicao dos equipamentos de captura de imagens para o biospeckle foi 0 mesmo

adotado no experimento 1 (Figura 10).

No processamento com biospeckle foram utilizadas as técnicas DG e Fujii sem filtrar,

DG e Fujii filtrados por wavelets e matrizes 3S.
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4.4. Experimento 4 — Reacao quimica com bicarbonato de sodio (NaHCO; + CcHsO7 +

N32CO3)

Este experimento foi realizado no Laboratério de Opticada Faculdade de Engenharia
Agricola da Universidade Estadual de Campinas (FEAGRI/UNICAMP). Nos ensaios foram
utilizados um laser diodo vermelho de 5 mW, uma camera filmadora digital SAMSUNG SC-
HMX20C, Sal de frutas (NaHCO3 + CsHsO7 + Na,CO3), uma semente de feijao (Phaseolus
vulgaris L.), uma estufa, uma seringa descartdvel de 5 ml, um computador tipo PC com
processador Duo Core e 4 GB de memoéria RAM os softwares MATLAB 6.5 e ImageJ 1.43. A
taxa de aquisicdo adotada na camera foi 30 Hz.

Na realizacdo deste experimento, uma pequena quantidade do produto comercial
denominado Sal de frutas foi colocada na parte interna do cotilédone de uma semente,
formando um circulo de aproximadamente 1 mm, e em seguida foi adicionada uma gota de
dgua utilizando-se a seringa. A 4gua deu inicio ao processo de reacdo e, neste momento, a
semente foi colocada sob a iluminagao laser dando inicio ao processo de captura de dados.
Uma segunda semente foi submetida ao mesmo procedimento descrito anteriormente, porém
desta vez, foi feita uma cavidade na parte interna do cotilédone da mesma para manter o
reagente concentrado em um mesmo ponto. Todo o experimento ocorreu em ambiente escuro
com auséncia total de luz branca. No processamento com biospeckle foram utilizadas as
técnicas DG e Fujii sem filtrar, DG e Fujii filtrados por wavelets e matrizes 3S. A Figura 15

mostra como o reagente foi colocado na semente.
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Gota de 4gua

Sal de frutas

Figura 15 — Iniciando o processo de reagao quimica.

A disposicao dos equipamentos de captura de imagens para o biospeckle foi 0 mesmo
adotado no experimento 1 e pode ser visualizado na Figura 10 (mesma do experimento 1) e no
processamento com biospeckle foram utilizadas as técnicas DG e Fujii sem filtrar, DG e Fujii

filtrados por wavelets e matrizes 3S.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Experimento 1 — danos naturais e mecanicos

5.1.1. Identificacdo das areas danificadas nas sementes

Os resultados do teste TZ permitiram a elaboracdo de mapas de danos como o da

Figura 16.

Figura 16 — Mapas de Tetrazdlio.

Esses mapas permitiram verificar quais tipos de danos as sementes analisadas
sofreram e assim, comparar esses danos com os mapas DG e Fujii gerados com e sem
filtragem. Os resultados do teste de tetrazélio mostraram que 6 sementes apresentaram danos.
Como esses danos foram claramente identificados pelo teste TZ, estas sementes foram
escolhidas para a realizacdo dos testes em frequéncia com biospeckle laser. A Figura 17

permite observar em detalhes uma das sementes selecionadas com seus respectivos danos.
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Semente 4-10

Figura 17 — Semente com danos evidenciados pelo teste de Tetrazolio, 1 atividade respiratéria
diferenciada, 2 plimula morta.

A semente mostrada na Figura 17 é uma semente invidvel devido ao fato de presentar
apenas metade do eixo embriondrio vivo, sendo que a outra metade, composta pela plimula
apresenta tecido morto (circulo 2). A drea circulada de nimero 1 apresenta uma 4rea com
atividade respiratoria diferenciada das demais partes da semente devido a um dano.

Uma descricdo completa com as fotos e danos encontrados em cada uma das

sementes se encontra no APENDICE A.
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5.1.2. Resultados do teste DG e Fujii sem filtragem

A Figura 18 permite comparar o mapa gerado pelo TZ e o mapa gerado pelo método
DG sem filtragem. A escala de cores indica o nivel de atividade na figura DG, sendo que o

ndmero 0 corresponde a baixa atividade e o nlimero 255 a altas atividades.

255

Semente 4-10

128

Figura 18 — Imagem do teste TZ e o resultado DG sem filtragem, respectivamente, da mesma semente,
em que 1 representa atividade respiratdria diferenciada e 2 a plimula morta.

A comparacdo das imagens acima permite observar que as areas 1 e 2 indicadas na
imagem proveniente do TZ podem ser identificadas com atividades distintas na imagem DG.
A seta nimero 1 aponta a drea referente ao dano enquanto que a drea indicada pela seta
nimero 2 corresponde a area indicada no TZ pela plimula morta. Nota-se que a drea
correspondente ao dano (seta nimero 1) aparece com uma faixa mais ativa indicando que esta
regido apresenta uma atividade anormal em rela¢do ao restante da semente. O TZ ndo permite
uma andlise conclusiva sobre a natureza do dano 1, mas indica que havia uma atividade
respiratoria diferenciada neste local. J4 a drea indicada pela seta de nimero 2 aparece no DG
como uma drea de baixa atividade, o que estd coerente com o resultado TZ que mostra que a
plimula morta da semente estd cobrindo esta regido. Neste caso a plimula aparece na imagem
TZ com a coloragdo branca, indicando auséncia do processo respiratorio neste local. Na

Figura 19 € possivel observar a mesma comparagdo, porém realizada com o mapeamento Fujii

sem filtragem.
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Figura 19 — Imagem do teste TZ e o resultado Fujii sem filtragem, respectivamente, da mesma
semente, em que 1 representa atividade respiratdria diferenciada e 2 a plimula morta.

A Figura 19 permite observar que os resultados do teste Fujii estdo semelhantes com
os observados pelo teste DG, sendo que aqui também foi possivel observar uma faixa de maior
atividade indicada pela seta de niimero 1, que corresponde ao dano na semente, e uma area de
menor atividade, indicada pela seta de nimero 2, sendo que esta corresponde a plimula morta
observada na imagem TZ.

A andlise da Figura 18 e da Figura 19, permite verificar que é possivel visualizar as
areas de danos indicadas no TZ, embora esses danos aparecam de forma sutil tanto na imagem
DG sem filtragem quanto na imagem Fujii sem filtragem. O resultado completo, com outras

sementes analisadas por estes métodos, se encontra no APENDICE B.

5.1.3. Resultados do teste DG e Fujii com filtragem

A Figura 20 permite verificar os resultados obtidos utilizando-se a técnica de
filtragem por wavelets combinada com o mapeamento DG. Os valores entre parénteses
indicam as faixas de frequéncias, indo da faixa de frequéncia 1 (mais alta) até a faixa de
frequéncia 25 (mais baixa). Levando-se em conta que a taxa de amostragem foi de 12,5 Hz, e
sabendo-se que, de acordo com o teorema da amostragem, pode-se amostrar apenas metade do
valor da taxa de aquisicdo, pode-se considerar que as frequéncias amostradas estdo variando
de zero a aproximadamente 6,25 Hz. As figuras estdo representadas em pseudo cores,

seguindo a mesma escala apresentada na Figura 18 e na Figura 19.
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128

Figura 20 — Mapas DG para as 25 faixas de frequéncias (da mais alta a mais baixa)

representados em pseudo cores em escala de 0 a 255.

Observa-se na Figura 20 que o dano (indicado pela seta nimero 1 mostrada na Figura
19) aparece de forma mais visivel nas faixas de frequéncias intermedidrias. A drea do dano
pode ser mais bem notada a partir da faixa de frequéncia de nimero 8 até a faixa de frequéncia
de niamero 20. Ja entre as faixas de frequéncias de nimeros 21 a 25 o dano se torna quase
imperceptivel.

Ja a area correspondente a regido da plimula (indicado pela seta nimero 2 na Figura
19) aparece com uma atividade mais baixa e pode ser mais bem visualizada também nas faixas
de frequéncias intermedidrias. A andlise de frequéncia também permite visualizar o que seriam

os resquicios da parte inferior do eixo embriondrio, que aparece nas imagens com atividade
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mais elevada entre as faixas de frequéncias de nimeros 9 a 15. A Figura 21 permite uma
melhor comparacgdo entre o0 DG sem filtragem e o DG filtrado por wavelets, sendo que nesta
ilustracdo foi escolhida a imagem gerada pela faixa de frequéncia 14 (aproximadamente 3,5

Hz).

255

128

0
Figura 21 — Mapas DG sem filtragem e mapa DG filtrado, respectivamente, na faixa de

frequéncia de nimero 14.

Observa-se pela andlise da Figura 21 que a drea do dano (1), bem como a regido da
plimula morta (2) pode ser visualizada de forma mais clara na imagem filtrada do que na
imagem DG sem filtro. Também pode ser notado que os resquicios da parte inferior do
embrido podem ser observados na imagem filtrada (3), sendo que o mesmo ndo pode ser
notado na imagem que nao foi filtrada. A Figura 22 permite que esta mesma comparagdo seja

feita para a técnica Fujii.

255

128

0
Figura 22 — Mapas Fujii sem filtragem e mapa Fujii filtrado, respectivamente, na faixa de

frequéncia de nimero 14.
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No caso da imagem Fujii, o efeito da filtragem parece ter sido ainda mais
significativo, pois quase nao foi possivel notar as dreas de interesse na imagem sem filtragem,
no entanto, estas dreas aparecem de forma clara na imagem Fujii filtrada, sendo indicadas na
imagem pelas setas 1, 2 e 3.

A Figura 23 permite observar os locais da semente que foram escolhidos para analisar
usando a técnica da matriz 3s. Para cada linha mostrada na imagem, foi gerada uma matriz 3s

que permite a visualizacio do resultado em todas as 25 faixas de frequéncia.

Figura 23 — Mapa TZ mostrando as dreas amostradas para andlise pela matriz 3s.

A Figura 24 permite observar os resultados expressos através da matriz 3s para a
semente analisada tomando-se como amostra uma linha que passa pela plimula morta,
indicada na Figura 23 pela linha amarela. O eixo das abscissas corresponde ao tamanho da
linha amostral em pixels e o eixo das ordenadas corresponde as faixas de frequéncias
convertidas em Hertz (Hz). Nota-se pela andlise da matriz 3s que a parte da linha que passa
pela plimula morta aparece com uma tonalidade mais escura em todas as faixas de
frequéncias, sendo que sua localiza¢do no eixo das abscissas se dd aproximadamente no pixel
170. Este efeito na matriz 3s se apresenta como uma linha vertical que pode ser facilmente

notada ao observar a Figura 24 na posicao referente ao pixel 170.
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Figura 24 — Matriz 3s da linha passando pela plimula morta da semente gerada a partir das imagens
DG mostrando uma 4rea de baixa atividade nas imedia¢des do pixel 170.

A Figura 25 permite observar a matriz 3s da segunda drea referente ao dano que esté
sob a linha verde na Figura 23. Neste caso, pode-se observar que as dreas de maior
intensidades ficaram localizadas nas faixas de frequéncias intermedidrias, podendo ser
visualizada na matriz 3s aproximadamente na posicdo do pixel 44 e frequéncias entre as

faixas de aproximadamente 1,50 a 3,75 Hz, porém com maior destaque nas frequéncias

aproximadas entre 2,00 e 3,00 Hz.
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Figura 25 - Matriz 3s da linha passando pelo dano com atividade diferenciada na semente gerada a
partir das imagens DG mostrando uma drea mais ativa nas imediacdes do pixel 44.

Os resultados apresentados nas Figura 24 e Figura 25 sdo semelhantes com o
resultado apresentado pelo teste TZ, uma vez que, se considerando que a plimula da semente
estivesse morta, como evidenciou o teste TZ, era esperado que esta se apresentasse em um
nivel de atividade menor quando medido pelo biospeckle laser. Sabendo-se que nos mapas DG
e Fujii, assim como na matriz 3s, a atividade baixa € representada pela coloracdo escura como
apresentado na escala de cores da Figura 18, era de se esperar que esta informacdo ficasse
visivel na matriz 3s, como evidenciado pela Figura 24. Este tipo de andlise também permite
observar em quais faixas de frequéncias ocorre maior interferéncia das dreas de maior
atividade sobre as dreas de menor atividade, dificultando a detec¢do de danos em sementes.
Pode se notar pela andlise da Figura 24 que nas altas frequéncias a linha vertical escura que
representa o dano na matriz 3s se torna mais estreita € menos nitida. A maior nitidez neste
caso se deu nas faixas de frequéncias intermedidrias, mostrando que ocorre menor

interferéncia das dreas mais ativas da semente nestas faixas de frequéncias.
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J4 o segundo dano, que aparece nas frequéncias intermedidrias da Figura 25, se
apresenta no TZ como sendo uma drea de atividade diferenciada do restante da semente, tendo
apresentado uma coloracdo diferente do restante da semente no processo de reacdo quimica
com o TZ, mostrando que a 4rea possuia uma atividade respiratéria, embora esta atividade
estivesse comprometida por algum fator presente naquele local, de forma que nao era igual
aquela apresentada pelo restante da semente. A andlise da matriz 3s da Figura 25 permite
inferir que este tipo de dano pode ser encontrado nas frequéncias intermedidrias quando

analisado pela técnica do biospeckle laser.

A Figura 26 e a Figura 27 permitem observar a matriz 3s de cada um dos danos

utilizando-se as imagens Fujii.

e
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Figura 26 - Matriz 3s da linha passando pela plimula morta da semente gerada a partir das imagens
Fujii mostrando uma drea de baixa atividade nas imediacdes do pixel 170.
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Figura 27 - Matriz 3s da linha passando pelo dano com atividade diferenciada na semente gerada a
partir das imagens Fujii mostrando uma 4rea mais ativa nas imedia¢Ges do pixel 44.

Apesar da coloragdo mais clara das matrizes 3s geradas usando Fujii quando
comparadas aquelas geradas a partir do DG, nota-se que ndo houve diferencas quanto ao
conteido de informagOes apresentado pelas mesmas, sendo que as mesmas consideracdes
feitas para a Figura 24 e Figura 25 podem ser reafirmadas para a Figura 26 e a Figura 27.

No APENDICE C encontram-se as matrizes 3s de outras sementes analisadas bem

como as indicagdes das respectivas dreas de interesse amostradas nas imagens.

5.2. Experimento 2 — danos térmicos provocados por uma agulha aquecida
5.2.1. Identificacdo e comprovacao das areas danificadas nas sementes

A Figura 28 permite observar os resultados da microscopia Optica de luz polarizada

para a drea danificada pela agulha aquecida.
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Figura 28 — Imagem microscépica de luz polarizada da 4rea de fronteira entre células danificadas pelo
dano térmico e células intactas (aumento de 10 vezes).

A imagem da Figura 28 permite verificar o efeito da agulha aquecida nas células do
tecido vegetal. Como podem ser observadas, as células com estrutura intactas e, portanto,
vivas, apresentam componentes anisotrépicos em seu interior, apresentando-se na foto de
microscopia polarizada como pequenos pontos brilhantes. J4 as células que sofreram o dano
térmico, ndo apresentaram componentes com propriedades anisotrdpicas, o que mostra que
suas estruturas celulares ficaram danificadas e, portanto essas células se encontravam
invidveis.

Desta forma, o método de provocar danos térmicos combinado com pressao, por meio
de uma agulha aquecida se mostrou adequado para gerar dreas de tecido morto circundada por
areas de tecido vivo, permitindo assim, que fossem geradas amostras de sementes com danos
térmicos localizados para posterior andlise com biospeckle laser.

Os resultados do TZ também mostraram haver auséncia de atividade respiratéria das
areas afetadas pelo calor e pressdo. A Figura 29 permite observar o resultado do teste TZ nas

sementes submetidas ao processo de danificacdo térmica.
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Figura 29 — Mapa de Tetrazodlio (TZ) das sementes danificadas pela agulha aquecida,
mostrando a drea branca na parte central como resultado do dano térmico.

A Figura 29 permite verificar que existe uma regido circundando a perfuragdo em
cada semente com coloracdo branca, ndo reagindo com o TZ, comprovando a auséncia de
atividade vital. Em algumas sementes também € possivel observar uma marca negra no centro

da semente, sendo que esta corresponde a regido perfurada pela agulha aquecida

(Carbonizagdo).
5.2.2. Resultados do teste DG e Fujii sem filtragem

A Figura 30 permite comparar o mapa gerado pelo TZ e o mapa gerado pelo método
DG sem filtragem para uma das sementes que sofreram dano térmico. A escala de cores indica

o nivel de atividade na figura DG, sendo que o nimero O corresponde a baixa atividade e o

ndmero 255 a altas atividades.
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Figura 30 — Imagem do teste TZ e o resultado DG sem filtragem, respectivamente, da mesma semente,
mostrando a regido correspondente ao dano e sua periferia.

Pode-se observar na Figura 30 que o dano ndo € evidenciado de forma clara na
imagem DG sem filtro, observa-se, no entanto, uma area de baixa atividade circulando a
regido do dano (1), e uma elevacdo da atividade nas coordenadas mais proximas da perfuracio
(2).

A Figura 31 possibilita que esta andlise seja feita para o processamento em Fujii.

Figura 31 — Imagem do teste TZ e o resultado Fujii sem filtragem, respectivamente, da

mesma semente, mostrando a regido correspondente ao dano e sua periferia.

Neste caso, a andlise pelo método de Fujii fornece contraste para uma diferenciacio
mais clara, pois nota-se que a drea mais proxima do dano (2), apresenta uma atividade mais
alta do que a regido que circunda o dano (1), porém, menor do que a regido periférica da
semente (mais afastada do dano).

A 4dgua em uma semente se apresenta ligada de diversas formas, sendo elas: dgua de

constituicdo, dgua adsorvida e dgua absorvida. Dessa forma, o dano térmico pode ter alterado
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a forma como a 4gua se apresentava ligada nas células do local danificado, fazendo com que a
propor¢ao e o arranjo de 4gua nas sementes ficassem alterados, gerando gradientes hidricos no
interior da mesma. O re-arranjo da dgua, fluidos e particulas na parte danificada pode ter
influenciado o nivel de atividade observado pelo bioespeckle laser, o que justifica o fato dessa
area aparecer nos mapas DG e Fujii com uma atividade mais elevada. No caso do
experimento 1, este fendmeno ndo ocorreu uma vez que os danos naturais ja estavam presentes

na semente a muito tempo, de forma que a regido do dano j4 se encontrava em equilibrio com

o restante da semente.
5.2.3. Resultados do teste DG e Fujii com filtragem
A Figura 32 permite observar o resultado da mesma semente expresso em termos de

frequéncias através da matris 3s. Neste caso, como a taxa de amostragem foi de 30 Hz, as

frequéncias amostradas estdo na faixa de aproximadamente 0 a 15 Hz.
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Figura 32 — Matriz 3s gerada apartir das imagens DG de uma semente com dano térmico pontual.
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O pixel de coordenada 210 corresponde ao ponto no qual a linha amostral passa pelo
dano central na semente (ponto de inser¢do da agulha aquecida). Nota-se que nas frequéncias
mais altas e nas frequéncias mais baixas nio € possivel identificar a drea correspondente ao
dano na semente, no entanto, € possivel notar que existe uma drea com pixels de maior
intensidade nas imediagdes do dano que pode ser observada nas frequéncias de
aproximadamente 9 Hz. Nota-se, pela andlise da Figura 32 que na frequéncia de
aproximadamente 9 Hz os pixels se apresentam com intensidades mais claras (maior
atividade) em torno do pixel de nimero 42 (4rea mais afastada do dano), por volta do pixel 84
(drea que circunda o ponto de inser¢ao da agulha) assume tonalidades mais escuras (menor
atividade), volta assumir valores mais elevados nas proximidades do dano (pixel 210),
voltando a cair novamente na drea vizinha ao dano e subir na periferia da semente (pixels 294
e 336 respectivamente). Ja nas frequéncias em torno de 12 Hz, pode-se distinguir na matriz 3s

gerada apartir das imagens DG apenas uma faixa mais ativa em torno do dano (pixel 210).
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Na Figura 33 pode-se observar a matriz 3s gerada apartir das imagens Fujii filtradas.
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Figura 33 - Matriz 3s gerada apartir das imagens Fujii de uma semente com dano térmico pontual.
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Nota-se que neste caso, a matriz 3s gerada apartir das imagens Fujii filtradas
permitem observar a diferenca de atividade com maior clareza. Assim como na Mariz 3s
gerada pelo DG, pode-se observar que a drea do dano esta mais ativa do que a drea
imediatamente proxima a ele (pixel 210) nas frequéncias mais altas. Também pode-se notar
que a periferia da semente se encontra mais ativa nas frequéncias mais altas (pixel 42 e pixel
336). Os resultados estdo compativeis com os observados na Figura 32, de forma que o que foi
discutido para aquela figura também pode ser considerado para a Figura 33.

O resultado completo dos mapas DG e Fujii para todas as sementes analisadas neste

experimento se encontram no APENDICE D.

5.3. Experimento 3 — Reacido quimica pontual com gota de Tetrazolio

5.3.1. Comprovacao da reaciao ocorrida pelo contato entre a gota e o tecido da semente

A Figura 34 permite observar que o TZ reagiu com a semente durante o
acondicionamento em ambiente escuro, sendo que o resultado desta reacdo pode ser observado

pela presenca da drea de coloracdo vermelha no centro da mesma.

Figura 34 — Imagem fotocopiada da Semente apds contato com gota de TZ durante 4 horas em
ambiente escuro.

Nota-se que houve um escorrimento da gota para uma das laterais da semente,
fazendo com que ndo s6 o centro da mesma fosse afetado pela reacdo, mas também uma de

suas laterais.
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5.3.2. Resultados do teste DG e Fujii sem filtragem

A Figura 35 permite comparar os resultados obtidos com o processamento Fujii e DG

antes e apds a reacdo do TZ na semente.

Fujii colorido

Dg colorido

Figura 35 — Fujii e DG, representadas em pseudo-cores, do momento inicial (t = 0 h) e final (t =4 h)
respectivamente.

Como ¢é possivel observar, no momento inicial, quando a gota foi colocada em
contato com a semente, ocorreu uma maior atividade da gota, devido ao processo de
evaporacdo decorrente do contato desta com o ar ambiente. Esta atividade pode ser notada pela
andlise dos resultados provenientes do biospeckle, tanto pelo processamento em Fujii quanto
pelo processamento em DG, aparecendo como uma drea circular no centro da semente no t =0
h. Apés as 4 horas, nas quais a semente se encontrava em ambiente escuro para propiciar a
reacdo quimica do TZ com a atividade respiratoria do tecido vivo, nenhuma atividade

diferenciada foi notada pelos testes DG e Fujii sem filtragem referente a parte da semente que
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se manteve em contato com o tecido vivo da semente, no entanto, quando as imagens do
momento inicial sdo comparadas com as imagens do momento final, nota-se que houve uma
reducdo da atividade na parte central da semente, onde se encontrava a gota de TZ. Esta
diminuicdo de atividade pode ser melhor notada na imagem Fujii e pode ter sido provocada
pela reacdo do TZ com as enzimas mitocondriais das células vegetais vivas que estavam

presentes no interior da semente.

5.3.3. Resultados do teste DG e Fujii com filtragem

A Figura 36 permite observar a matriz 3s gerada apartir do processamento Fujii de
uma linha amostral passando pelo centro da gota de TZ no momento inicial, logo depois que a
gota foi colocada na semente. Pode se observar que a atividade se apresenta mais elevada na

faixa de frequéncias que vai de aproximadamente 2 Hz até aproximadamente 15 Hz.
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Figura 36 — Matriz 3s gerada apartir das imagens Fujii de uma semente com uma gota de TZ no
centro (pixel 200), no momento que a gota foi colocada.

A atividade observada na Figura 36 é decorrente principalmente do processo de
evaporacdo presente na gota de TZ e da movimentacdo natural decorrente dos gradientes
hidricos existentes na semente, bem como do movimento browniano presente nas particulas

em suspensao no liquido.
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A Figura 37 permite observar o resultado da matriz 3s da mesma semente, porém

quatro horas apds a gota ter sido colocada em contato com a semente.
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Figura 37 — Matriz 3s gerada apartir das imagens Fujii de uma semente com uma gota de TZ no
centro (pixel 200) quatro horas apds a gota ter sido colocada.

Como pode ser observado na Figura 37, ndo € possivel identificar, quatro horas apds
a gota ser colocada, nenhuma atividade diferenciada em termos de frequéncia no ponto onde a
gota se encontrava. Este resultado estd compativel com aquele observado com a andlise sem
frequéncia e mostra que a diminuicio de atividade provocada pela reacdo do TZ na semente,
caso tenha influenciado no nivel de atividade, foi sutil a ponto de ndo ser detectada pelo
método de andlise. Na Figura 38 e na Figura 39 podem ser observadas as matrizes 3s do

momento inicial e final, respectivamente, porém usando o processamento em DG.
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Figura 38 — Matriz 3s gerada apartir das imagens DG de uma semente com uma gota de TZ no centro
(pixel 200), logo apds 0 momento em que a gota foi colocada.

Neste caso, pode-se observar uma diferenca entre a matriz 3s gerada apartir das
imagens DG daquela gerada apartir das imagens Fujii. Nota-se que a matriz 3s gerada apartir
do Fujii detectou a atividade da gota de TZ em uma faixa de frequéncias maior do que a
matriz 3s proveniente das imagens DG, sendo que esta, apenas detectou a atividade da gota
nas baixas frequéncias indo de aproximadamente 2 até 9 Hz, enquanto que a matriz 3s
proveniente do Fujii detectou a atividade da gota nas frequéncias que vao de 2 até

aproximadamente 15 Hz.
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Figura 39 — Matriz 3s gerada apartir das imagens DG de uma semente com uma gota de TZ no centro
(pixel 200) quatro horas ap6s a gota ter sido colocada.

A Figura 39, assim como a Figura 37, ndo permite identificar nenhuma atividade
diferenciada em termos de frequéncia no ponto onde a gota se encontrava quatro horas antes.
No entanto, no caso das do processamento com base nas imagens DG, pode se notar atividade
apenas nas baixas frequéncias, sendo ainda que estas atividades estdo se apresentando de
forma ténue.

Estes resultados sd@o importantes, pois permitem verificar que o processamento DG e
o processamento Fujii s3o complementares, sendo que, dependendo do tipo de processamento
(Fujii ou DG) o resultado em termos de frequéncia pode se apresentar de forma diferente. Isso
fica claro, por exemplo, ao comparar a Figura 36 com a Figura 38, onde nota-se que o Fujii
realca a presenga da gota em faixas de frequéncias adicionais quando comparado com o

processamento DG. Os resultados completos podem ser observados no APENDICEE.
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5.4. Experimento 4 — Reacao quimica pontual com sal de frutas (NaHCO3 +C¢HsO7
+Na,CO;) e gota de agua
5.4.1. Resultados do teste DG e Fujii sem filtragem

A Figura 40 permite observar a imagem proveniente do processamento DG sem filtro

de um cotilédone com uma gota de sal de frutas em sua superficie.

Figura 40 — DG de um cotilédone com uma rea¢iao quimica ocorrendo no centro da mesma.

Como pode ser observado na Figura 40, € possivel notar uma atividade intensa no
centro da reacdo, e alguns pontos de atividade intermedidria nas extremidades da gota. A seta
ndmero 1 corresponde a uma sombra devido ao angulo de projecdo do laser com relacdo a gota
de reagente. A seta nimero 2 corresponde a gota contendo o sal de frutas e d4gua. Nota-se que
a atividade na gota ndo € uniforme, isto em parte se deve ao fato de ocorrer intensa
movimentacdo do liquido durante a reacdo quimica, sendo que parte do reagente acaba se
concentrando em pontos especificos da gota. Além disso, a movimentacao intensa das bolhas
em determinadas partes e sua concentragdo de forma estaciondria em determinados pontos, faz
com que haja dreas de maior atividade nos pontos onde estas se movimentam e pontos de
baixa atividade onde ndo hd movimentacdo das mesmas. Nos pontos estaciondrios, podem
ainda ocorrer a saturagdo positiva no sensor da camera, devido ao reflexo especular, fazendo
com que as atividades em que este fendmeno ocorre ndo sejam registradas pela caimera.

A Figura 41 permite observar o mesmo mapeamento, porém agora realizado com a

técnica de Fujii.
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Figura 41 — Fujii de um tegumento com uma reag¢@o quimica ocorrendo no centro da mesma.

No caso da Figura 41, proveniente do tratamento Fujii, nota-se que, é possivel
observar a area referente a sombra (1) mencionada anteriormente, bem como a area
correspondente a gota de reagente (2). No entanto, nota-se que algumas regides da gota que
puderam ser observadas com atividades distintas na Figura 40 ndo puderam ser notadas aqui.
Estes resultados mais uma vez apontam no sentido de que os testes Fujii e DG sdo
complementares e devem ser usados em conjunto para se obter o maior nimero de

informagdes sobre o material que se estd analisando.

5.4.2. Resultados do teste DG e Fujii com filtragem

A Figura 42 permite observar a matriz 3s proveniente das imagens Fujii do
cotilédone com a gota de sal de frutas em sua superficie. O pixel de nimero 184 passa
exatamente pelo centro da gota onde ocorre a reacdo quimica. Pode se observar pela andlise da
Figura 42 que ha uma atividade no ponto central da gota que aparece de forma intensa em
todas as faixas de frequéncias. Este ponto (pixel 180) € onde ocorre a conjun¢do de diversos
fendmenos interagindo juntamente, sendo eles: reacdo quimica proveniente do sal de frutas,
movimentacdo de gota devido ao fluxo gerado pela liberagdo de gases provenientes da reacao
e atividade de 4gua. Este fato justifica o motivo de haver influéncia em varias faixas de
frequéncias. O diametro da gota vai aproximadamente do pixel 138 ao pixel 230, onde nota-se
que houve uma atividade expressiva nas faixas de frequéncias mais baixas, indo de O a

aproximadamente 3 Hz. Acredita-se que esta atividade seja decorrente da gota do sal de frutas,
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uma vez que abrange toda a extensdo da gota, apresentando um ponto de intensidade mais
forte no centro, sendo que, provavelmente, este ponto central de alta atividade se trata da
atividade propria da gota do sal de frutas mais os fendmenos ocasionados pela reacdo (como a

movimentacdo de gotas).

Frequéncia (Hz)

Disténcia (pixel)

Y

Diametro da gota

Figura 42 — Matriz 3s gerada apartir das imagens Fujii de uma semente com uma gota de sal de frutas
em sua superficie (pixel 184).

As observagdes e discussdes levantadas para a Figura 42 podem ser reforcadas pela
andlise da Figura 43, onde se encontra a representacdo da matriz 3s proveniente das mesmas
imagens capturadas, porém agora utilizando o processamento em DG. Nota-se que assim
como na Figura 42, também € possivel observar uma faixa de atividade que se apresenta mais
elevada em todas as faixas de frequéncias, sendo que estd fica concentrada em torno do pixel
184 que corresponde ao centro da gota de sal de frutas. Também a drea correspondente ao
diametro da gota, que vai, aproximadamente, do pixel 138 até o pixel 230, pode ser notada nas

baixas frequéncias (abaixo de 3 Hz).

57



15 T T T T T

12

Frequéncia (Hz)

0 46 92 138 1 EM 230 276
Disténcia (pixel)

Y

Diametro da gota

Figura 43 - Matriz 3s gerada apartir das imagens DG de uma semente com uma gota de sal de

frutas em sua superficie (pixel 184).

No APENDICE F encontra-se o resultado completo com todas as frequéncias para

esta semente e uma repeticao.

5.5. Consideracoes finais

Levando se em conta os resultados apresentados, pode-se dizer que, embora os danos
possam ser notados sem a utilizacdo do procedimento de filtragem em frequéncia, quando este
procedimento € executado, melhora consideravelmente a qualidade da informacao, permitindo
que sejam realizadas andlises e infer€ncias mais precisas sobre o material analisado, como
exemplo pode-se observar os resultados da Figura 21 e Figura 22.

A matriz 3s se apresenta como uma poderosa ferramenta de andlise, permitindo
visualizar de forma compacta a distribuicao de atividades nas faixas de frequéncias.

Os danos naturais presentes nas sementes de feijdo se apresentam nas imagens

provenientes do biospeckle, com niveis de atividades mais baixas do que as dreas vizinhas a
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eles, podendo ser notados nas andlises, como por exemplo, o resultado referente a plimula
morta da Figura 23 e o ponto de atividade intermedidria, visto na mesma amostra. Pode-se
notar também que existe uma correspondéncia entre os resultados observados no teste TZ e os
resultados decorrentes do método biospeckle laser.

Quanto aos danos térmicos no tecido da semente, apresentam uma atividade mais
elevada no ponto de contato com a agulha, no entanto, a regido imediatamente em torno do
ponto de contato, apresenta-se nas medi¢cdes com DG e Fujii como 4dreas de atividade
reduzida.

A gota de TZ é claramente notada nas imagens DG e Fujii, tanto filtradas como sem
filtragem, no inicio da reacdo, porém quatro horas apds, nota-se apenas uma redugio sutil no
nivel de atividade observado pelas metodologias de andlise. Esta diminui¢do de atividade nao
€ notada quando se aplica o processamento em frequéncias, mostrando que o fendmeno ocorre
de forma espalhada em todas as faixas de frequéncias.

O experimento realizado provocando uma rea¢do quimica localizada com o sal de
frutas foi importante para atestar a eficicia do método em diferenciar atividades que ocorrem
em baixas frequéncias daquelas que ocorrem em frequéncias mais elevadas.

Os testes DG e Fujii se mostram complementares como metodologias de andlise,
sendo que resultados processados em frequéncias podem apresentar diferencas significativas

em fung¢do do método que se utiliza para efetuar o mapeamento.
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6. CONCLUSOES

Conclui-se que.

A técnica de filtragem por TW pode ser aplicada na identificacdo de danos
naturais € mecanicos em sementes de feijao (Phaseolus vulgaris L.);

Os danos nas sementes ocasionados por uma agulha em alta temperatura
podem ser identificados pela metodologia proposta;

Atividades decorrentes de reagdes quimicas superficiais também sao passiveis
de andlise pela técnica de filtragem por TW.

A técnica de filtragem por TW apresenta grande potencialidade na
identificacdo de fendmenos de baixa e alta atividade nas sementes de feijdo
(Phaseolus vulgaris L.) e, seus resultados, podem ser correlacionados com

danos e contaminacoes.
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7. TRABALHOS FUTUROS

Sugere-se como trabalhos futuros, a separacdo dos mapas de atividades gerados pelas
técnicas DG e Fujii em dreas de interesse, realizando o somatério da intensidade de pixels
dessas dreas a fim de se obter uma quantificacdo do nivel de atividade de cada area especifica
da semente. Estas dreas poderiam ser correlacionadas com informagdes referentes a anatomia e
fisiologia da semente estudada, possibilitando que sejam atribuidos pesos diferenciados para
os pixels de determinadas dreas da semente, como por exemplo, o eixo embriondrio. Esta
etapa poderia ser complementada pela utilizacdo de um algoritmo baseado em Redes Neurais
Artificiais que possibilitasse o reconhecimento de padrdes nos mapas de atividades
correlacionando estes padrdoes com a probabilidade de uma dada semente germinar ou nio.
Para isso, o algoritmo deveria ser alimento com os mapas de atividades de uma dada semente,
bem como, com informagdes referentes a dados coletados a partir do teste de germinagao desta
mesma semente.

Adicionalmente, a elaboracdo de um unico software que integre todas as etapas do
processamento, bem como a adocao de processadores mais rapidos, poderia elevar a técnica ao
nivel de aplicacdo, possibilitando a constru¢do de um equipamento de coleta de dados que,
uma vez acoplado ao computador, possibilitasse a extracdo de informacgdes sobre a qualidade

de uma semente, de forma rdpida e automatica.
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9. APENDICES

APENDICE A - Resultados do teste de tetrazélio (TZ).

Condicao: Inviavel.

OBS: Eixo embriondrio morto (1). Apresenta dano periférico (2). Linha branca na parte
interna do cotilédone corresponde a uma drea de baixa atividade (3), podendo ser decorrente
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de uma trinca ou dano hidrico. Area de colorag@o rosa corresponde ao tecido vivo saudével,
com atividade mais elevada do que a dos tecidos esbranquig¢ados.

Semente 4-10

Condigao: Invidvel.

OBS: Metade do eixo embriondrio vivo. Tecido do tegumento vivo. Danos com atividades
diferenciadas (1) e (2).
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Semente 2-5

Condigao: Vidvel com baixo vigor.

OBS: Eixo embriondrio com partes danificadas apresentando diferentes niveis de coloragdo
(1). Dano central de baixa atividade respiratoria (2).
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Semente 4-12

Condi¢ao: Tecido saudével.

OBS: Tecido saudével, porém o eixo embriondrio falta uma parte (1), o que a torna invidvel.
Apresenta um pequeno dano na periferia.
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Semente 1-6

Condig¢ao: Inviavel.
OBS: Tecido com taxa respiratoria elevada, caracterizando um processo avangado de

degradacao celular. Dano lateral no eixo embriondrio (1) e algumas situagdes diferenciadas na
parte interna da semente (2) e (3).
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Semente 2-8

Condigao: Invidvel.
OBS: Tecido com atividade normal e homogénea, sem grandes danos. As dreas com

atividades diferenciadas encontram se circuladas (1) e (2). O fato de ser invidvel ocorre nao
pela md qualidade do tecido vegetal, mas sim pela auséncia do eixo embriondrio.
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APENDICE B — Resultados do teste de Diferencas Generalizadas.

Semente 5-2

Semente 5-2
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Semente 1-6

Semente 1-6
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Semente 2-5
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Semente 2-8

Semente 2-8
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Semente 4-10

Semente 4-10
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Semente 4-12

Semente 4-12
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APENDICE C - Histogramas de Diferencas Generalizadas.
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Nestas imagens € possivel observar que hd atividade maior nas altas frequéncias, e

que a linha passa por uma 4rea mais escura que nas altas frequéncias tem sua atividade
reduzida. Esta drea estd nas imedia¢des do pixel 100 e passa pelo dano indicado na figura TZ

pela area branca.
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O dano pode ser visto no histograma na coordenada de aproximadamente 2,50 Hz e
pixel 232.
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As setas indicam na figura o que corresponde cada parte do histograma na semente,

sendo que a parte de cima da radicula aparece em faixas de frequéncias diferentes da parte de
baixo da radicula.
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S2-8
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O dano aparece na distancia de aproximadamente 50 pixels abaixo da frequencia de
aproximadamente 3,75 Hz.
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Histogramas de Fujii.
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Nestas imagens é possivel observar que ha atividade maior nas altas frequéncias, e
que a linha passa por uma 4rea mais escura que nas altas frequéncias tem sua atividade
reduzida. Esta drea estd nas imedia¢des do pixel 100 e passa pelo dano indicado na figura TZ

pela area branca.
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O dano pode ser visto no histograma na coordenada de aproximadamente 2.50 Hz e

pixel 232.
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As setas indicam na figura o que corresponde cada parte do histograma na semente

sendo que a parte de cima da radicula aparece em faixas de frequéncias diferentes da parte de
baixo da radicula.
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APENDICE D - Mapas de Diferencas Generalizadas (DG) e Fujii para sementes com
danos térmicos.

DG sem filtragem

Os nimeros entre parénteses
indicam as faixas de
frequéncias, da mais alta a
mais baixa.

DGs filtradas
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Fujii sem filtragem

Os nuameros entre parénteses
indicam as faixas de
frequéncias, da mais alta a
mais baixa.

Fujiis filtradas
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APENDICE E - Mapas de Diferencas Generalizadas (DG) e Fujii para sementes com
gota de Tetrazo6lio no momento inicial e final.

DG sem filtragem

Os nimeros entre parénteses
indicam as faixas de
frequéncias, da mais alta a
mais baixa.

Momento Inicial.

DGs filtradas
3
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DG sem filtragem , .
Os numeros entre parénteses

indicam as faixas de
frequéncias, da mais alta a
mais baixa.

Momento Final.

DGs filtradas

(2)
()
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Fujii sem filtragem

fE Os nameros entre parénteses
indicam as faixas de
frequéncias, da mais alta a
mais baixa.

Momento Inicial.
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Fujii sem filtragem

Os nimeros entre parénteses
indicam as faixas de
frequéncias, da mais alta a
mais baixa.

Momento Final.

Fujiis filtradas
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APENDICE F — Mapas de Diferencas Generalizadas (DG) e Fujii para sementes com
reacao quimica no momento inicial e final.

Dg sem filtragem

Semente mostrada na
Tese.

Dgs filtradas
&)

12)

(14) (16)

17) 19)

21)

(22)

(PX))

(25)



Repeticao do experimento de
reacdo quimica realizado
com outra semente.

Dgs filtradas
&)

(11) §9)

15)

17) (18)

21)

~]
o




Fujii sem filtragem

Semente mostrada na
Tese.
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Fujii sem filtragem

Repeticao do experimento de
reacdo quimica realizado
com outra semente.
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