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RESUMO

A técnica de espalhamento elstico da luz (EEL) tem sido aplicada em andlises
microbioldgicas para identificacdo de colénias bacterianas da microbiologia clinica e de
alimentos. As col6nias quando iluminadas por feixe de laser de 635nm geram padrbes de
difracdo que funcionam como impressdes digitais das espécies bacterianas. Baseado em
pesquisas do analisador BARDOT, foi proposto neste trabalho, aplicar pela primeira vez a
técnica EEL para a identificacdo de bactérias redutoras de sulfato (BRS), anaerdbias
estritas, causadoras de corroséo influenciada por micro-organismos (CIM) na industria do
Petréleo e gas. O problema parte das peculiaridades de cultivos de bactérias anaerébias
considerando as variaveis do meio de cultivo, do ambiente 6ptico, do proprio sistema de
medicdo e aquelas relacionadas a imagem de tal forma que possam ser futuramente
classificadas por processos de modelagem computacional. Considerando a néo-linearidade
dos dados e a complexidade do sistema e baseando-se na literatura cientifica, 0 método de
extragdo por polindmios invariantes de Zernike foi adotado para descrigdo das
caracteristicas das imagens. Estetrabalho resulta da pesquisa empirica no qual o objetivo
principal é avaliar a viabilidade da técnica EEL para a identificacdo de BRS cultivadas a
partir de aguas de producédo de Campo Petrolifero. A metodologia constou em desenvolver
um sistema de laser Opticoque aplica o fenbmeno do espalhamento elastico da luz
(SOMEEL), em selecionar as coldnias de BRS provenientes de poco petrolifero, capturar as
imagens de difragdo geradas pela iluminacdo individual de colénias e posterior
processamento digital de imagens com descri¢cdo de fatores. Em torno de 24 imagens foram
analisadas pelos softwares Matlab 2015 Ra e Image J. O processamento digital de imagens
constou da aplicacdo dos polindmios de Zernike para descri¢cdo e da analise Mesh Thermal
ou malha. A descricdo pelo algoritmo computacional de Zernike revelou que houve
modulacéo de fase e amplitude da frente de onde pelas colonias. As andlises de malha pela
escala de calor apresentaram contribuicdo de picos entre 0-40 na formacdo dos anéis
concéntricos dos padrbes de difracdo de todas as colénias avaliadas. Os resultados
apontam para a viabilidade desta aplicacdo da técnica EEL para andlise de BRS, havendo
possibilidade de aplicacdo de véarios métodos de modelagem computacional para
reconhecimento de padr6es em imagens, desde que sejam bem monitoradas todas as
variaveis do sistema Optico, microbiolégico e computacional. Esta pesquisa tem importante
contribuicdo cientifica compondo-se em estudo multidisciplinar que integra diversas areas de
conhecimento como a fisica, biologia, microbiologia, petr6leo, gas e biocombustiveis,
processamento digital de imagens, modelagem computacional, a fim de promover inovacdes
tecnoldgicas. Conclui-se que este trabalho permitira a continuidade do projeto para futura
construcao do prototipo, automatizacdo do sistema e reconhecimento de padrfes aplicado a
demanda industrial em analises microbiol6gicas do solo, aguas e petréleo que podera
acrescentar em precisdo e exatiddo analiticas, além de significativa redugcdo do tempo de
andlise bacterioldgica.

Palavras-Chave: Bactérias Redutoras de Sulfato, Corroséo Influenciada por Micro-
Organismos, Espalhamento Elastico da Luz, Microbiologia do Petréleo, Polindmios
Invariantes de Zernike, Processamento Digital de Imagens.
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ABSTRACT

The elastic light scattering technique (ELL) has been applied in microbiological analyzes to
identify bacterial colonies of clinical and food microbiology. The colonies when illuminated by
635nm laser beam generate diffraction patterns that function as fingerprints of bacterial
species.Based on researches of the BARDOT analyzer, it was proposed in this work, to
apply for the first time the ELL technique for the identification of sulfate reducing bacteria
(SBR), strict anaerobes, causing corrosion influenced by microorganisms (MIC) in the
Petroleum industry and gas. The problem stems from the peculiarities of cultures of
anaerobic bacteria considering the variables of the culture medium, the optical environment,
the measurement system itself and those related to the image in such a way that they can be
further classified by computational modeling processes. Considering the non-linearity of the
data and the complexity of the system and based on the scientific literature, Zernike's
invariant polynomial extraction method was used to describe the characteristics of the
images. This work results from the empirical research in which the main objective is to
evaluate the viability of the ELL technique for the identification of BRS cultivated from the oil
field production waters. The methodology consisted in the development of an optical laser
system that applies the elastic light scattering phenomenon (MOSELL), to select the BRS
colonies from oil wells, to capture the diffraction images generated by individual colony
lighting and subsequent digital processing of Images with descriptions of factors.The
methodology consisted in the development of an optical laser system that applies the elastic
light scattering phenomenon (MOSELL), the select the SRB colonies from oil wells, the
capture the diffraction images generated by individual colony lighting and subsequent digital
processing of Images with descriptions of factors. Around 24 images were analyzed by the
software Matlab 2015 Ra and Image J. The digital image processing consisted of the
application of the Zernike polynomials for description and Mesh Thermal analysis or mesh.
The description by Zernike's computational algorithm revealed that there was phase
modulation and amplitude of the front from where by the colonies. The heat scale mesh
analyzes showed a contribution of peaks between 0-40 in the formation of the concentric
rings of the diffraction patterns of all the colonies evaluated. The results point to the feasibility
of this application of the ELL technique for BRS analysis, and it is possible to apply several
computational modeling methods to image recognition, as long as it all the variables of the
optical, microbiological and computational systems are well monitored.This research has an
important scientific contribution, being part of a multidisciplinary study that integrates several
areas of knowledge such as physics, biology, microbiology, petroleum, gas and biofuels,
digital image processing, computational modeling, in order to promote technological
innovations. It is concluded that this work allows a continuity of the project for the future
construction of prototype, automation of the system and recognition of standards applied to
the industrial demand in microbiological analyzes of the soil, water and petroleum that limit in
analytical accuracy and precision, besides a significant reduction of the time of
bacteriological analysis.

Keywords: Corrosion Influenced by Microorganisms. Digital Image Processing.
Elastic Light Scattering. Microbiology of Oil. Sulfate Reducing Bacteria. Zernike Invariant
Polynomials.
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“Eu nunca vejo o que ja foi feito. Eu somente vejo o que ainda
falta para ser feito.”
— Marie Curie

1. INTRODUCAO

Esta dissertacdo de mestrado € resultado de pesquisa cientifica empirica
desenvolvida em laboratorio de 6ptica e fotdnica e integra um projeto mais amplo do
grupo de pesquisa que visa construir um sensor optico por técnica a laser. Como
fase inicial de desenvolvimento do protétipo foi construido um sistema Optico de
medicdo por espalhamento elastico da luz (SOMEEL) e difragdo do laser baseando-
se em modelos anteriores descritos na literatura cientifica (BAE, 2008; BANADA,
GUO, et al., 2007; BUZALEWICZ, WIELICZKO e PODBIELSKA, 2011, 2014). O
sistema e método para identificacdo automatizado caracteriza-se por ser um
dispositivo de detecgdo néo-invasivo, livre de marcadores e kits de reagentes
imunoenzimaticos, bioquimicos e genémicos (BAE, 2011; ROBINSON, RAJWA, et
al., 2008). Capaz de contar e identificar espécies bacterianas cultivadas em placa de
Petri em tempo real (BAI, 2009;HUFF, 2012), com baixos tempos e custo
operacionais e analiticos (SEQUIN, 2016).

Em geral, o sistema Optico funciona aplicando-se os fenémenos de
espalhamento elastico da luz (EEL) e difracdo do laser para gerar imagens de
colénias bacterianas cultivadas em meio de cultivo especifico. A luz dispersa para
frente de cada col6nia iluminada individualmente gera um padrédo de difracdo que
varia conforme as caracteristicas morfologicas que sdo atributos variaveis entre as
espécies bacterianas.

Assim, a colonia fornece fingerprint ou assinatura que € fotografada por
camera fotografica (CMOS) e analisada em software para processamento digital de
imagens e determinacdo dos padrdes de difracdo.

Este trabalho representa os primeiros testes de aplicacéo pratica do SOMEEL
para o estudo inédito de viabilidade da técnica EEL para identificacdo de bactérias
redutoras de sulfato (BRS) provenientes de Campo Petrolifero, consistindo em

desafio ao nivel do desenvolvimento cientifico-tecnologico.
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1.1 DEFINICOES DO PROBLEMA

A analise de bactérias por reconhecimento de padrdes de imagem gerados
pela técnica EEL j& € uma realidade em laboratorios de pesquisa e analises
microbiologicas. Embora pouco difundida, tornou-se um novo método, patenteado
gue admitiu evolugdes tecnoldgicas ao longo do tempo (CHIN, CHEN e HILERMAN,
2013; ROBINSON, RAJWA, et al., 2008, 2014; SEQUIN, 2016). No entanto, tem
limitado sua aplicacéo para identificar agentes patogénicos de origem alimentar. Nos
modelos propostos, anteriormente descritos na literatura cientifica, aplicou-se a
teoria dos momentos ortogonais invariantes de Zernike como descritores na fase de
extracdo de caracteristicas das imagens de difracdo, geradas ao iluminar colénias
de espécies de Listeriasp, Escherichia coli sp, Salmonella, Klebssiella, entre outras
(ABDELHASEIB, 2016;BANADA, 2007; ROBINSON, RAJWA, et al., 2008, 2014;
TANG, 2014). De fato, os momentos de Zernike mapeiam a imagem dentro de um
conjunto de polinbmios complexos ortogonais entre si representando as
propriedades da regidao de interesse (RDI) sem dados redundantes ou sobreposicao
de informacdes entre os momentos (HWANG e KIM, 2006). Sendo este, um passo
importante que confirma, ainda que parcialmente, a possibilidade de uma imagem
capturada proveniente dessa tecnologia poder ser representada e descrita
(GONZALEZ e WOODS, 2010). Entretanto, o fato de se promover o padrdo de
difracdo ou mesmo a imagem nao é garantia de producdo de assinaturas que
possam ser aplicadas em visdo computacional. Gonzalez (2010, p.523), com muita
propriedade lembra que independentemente da escolha do esquema de
representacdo de uma RDI, “as caracteristicas selecionadas como descritores
devem ser tao insensiveis quanto for possivel as variacdes de tamanho, translacéo e
rotacdo”. E evidente que uma quantidade suficiente de dados representativos da
imagem deve ser garantida para que seja exequivel atribuir um rétulo de
reconhecimento a um objeto baseado em seus descritores. Portanto, o processo de
descricdo ou selecdo de caracteristicas que consiste em extrair atributos que
constituam informacé&o Uteis permitindo ser utilizados para diferenciacéo de classes
entre objetos (GONZALEZ e WOODS, 2010) é preliminar fundamental para que o

reconhecimento de padrbes se complete com eficiéncia e eficacia.
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Neste contexto, as assinaturas de colonias dependem da regulacéo e controle
das variaveis de medicao.

Os multiplos fatores relacionados ao meio e métodos de cultura de bactérias
anaerobicas como as caracteristicas do meio de cultivo, tais quais coloracgéo,
opacidade, estriacdo, rugosidade, umidade podem interferir diretamente na
propagacdo da luz através das colbnias (BAI, 2010; BUZALEWICZ, WIELICZKO e
PODBIELSKA, 2011,2014). Os fatores como tempo de cultivo, temperatura,
demanda nutricional, técnica de plugueamento e aeracdo podem modular as
variagdes no padréo de crescimento da cultura, tamanhos e formas das colonias
individualmente (ABDELHASEIB, 2016;TORTORA, FUNKE e CASE, 2012). Essas
variaveis precisam ser bem definidas e controladas para obtencdo de cultivos
adequados a andlise por SOMEEL, caso contrario pode implicar na inviabilidade da
técnica ou formacao de diagramas de difracdo ndo representativos da espécie.

Na fase de cultivo em meio semissélido, em placas de Petri utilizadas para o
crescimento e a observacdo de colbnias isoladas (TORTORA, FUNKE e CASE,
2012), o método de esgotamento por estrias, mais comumente utilizado para o
isolamento de BRS tende a formar ranhuras indesejaveis na superficie do meio.

Outro fator importante € que normalmente utiliza-se o sulfato ferroso (FeS0O4)
para melhor observacédo e confirmacao da presenca de BRS nos cultivos de isolados
de 6leo e aguas de producao, atribuindo-lhe coloracdo negra as colonias (ALMEIDA,
2006).

Referente a biologia das BRS, algumas peculiaridades sao importantes para a
andlise do problema como a formacéo de biofilmes. Os biofilmes sdo estruturas de
matrizes de polissacarideos, DNA e proteinas ou polimeros complexos que residem
em sistemas bioldgicos de comunicacao entre bactérias da mesma espécie ou de
espécies distintas (POPOOLA, 2013; TORTORA, FUNKE e CASE, 2012). Neste
habitat, as BRS podem conviver por cooperagdo associadas ao crescimento de
outros grupos aerdébicos facultativos, dificultando o isolamento de cepas (OLLIVIER,
2005, TORTORA, FUNKE e CASE, 2012). Sobretudo, a heterogeneidade
microbiolégica das amostras provenientes de fluidos de reservatérios (ALMEIDA,
2006; TORTORA, FUNKE e CASE 2012) dificultam esse processo que é
fundamental para o método EEL por garantir a ndo contaminacdo da cultura por
outros micro-organismos, aglomeracbes e sobreposicdes de colbonias que

representam entraves para a difracdo e formacdo de imagem util para visdo
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computacional. Argumento que sustenta a crenca da inaplicabilidade da técnica
proposta neste trabalho as BRS.

Compreende-se que a complexidade da pesquisa abrange desde os
fundamentos fisicos envolvidos na construcdo do sistema Optico-instrumental,
passando pela biologia dos micro-organismos e microbiologia pratica, quanto,
também, a andlise computacional das imagens que devem ser invariantes a rotacéo
para que sejam aplicadas ao proposito final.

Diante deste contexto, o problema central é: até que ponto pode-se gerar
imagens de diagramas de dispersdo pela técnica EEL vidveis para visédo
computacional a partir de colonias de BRS provenientes da microbiota de

reservatorios petroliferos?

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Geral

Avaliar a viabilidade da aplicacdo do método analitico microbiol6gico de
espalhamento elastico da luz para a identificacdo de bactérias redutoras de sulfato

cultivadas a partir de amostra de agua de produc¢ao de um poco petrolifero.

1.2.2 Especificos

1. Construir do sistema Optico

2. Selecionar as colbnias de BRS provenientes de Campo Petroliferos

3. Obter imagens de padrbes de difracdo de colbnias de BRS pela técnica
EEL

4. Definir as etapas do algoritmo computacional de processamento digital de

imagens
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5. Analisar as imagens obtidas pelo processamento digital a partir da

aplicacao dos polindbmios de Zernike

1.3 IMPORTANCIA DA PESQUISA

O tempo é sem duvida um dos bens mais preciosos da atualidade. A
otimizacdo do tempo torna-se uma ferramenta importante de trabalho em diversos
aspectos. Reduzir o tempo necessario para obtencdo de resultados, validos, por
exemplo, pode acarretar ganhos materiais, financeiros, conceituais e mesmo morais
ao possibilitar respostas individuais mais rapidas.

No universo da ciéncia e tecnologia, o controle do tempo é utilizado
constantemente para limitar os procedimentos, os custos, obtencdo de resultados
mais rapidos, manutencdo do padrdo de desenvolvimento de métodos e técnicas.
No ambiente microbiologico, o tempo pode significar reproducédo populacional: uma
Unica célula bacteriana em condi¢cdes ambientais adequadas reproduz por divisao
binaria em média a cada trinta minutos. Demonstrado pela cinética de crescimento
exponencial que é definida em progressdo geométrica de razao dois (TORTORA,

FUNKE e CASE, 2012; TRABULSI e ALTERTHUM, 2004), apresentado na figura
(1)

Figura 1 - Taxa de Crescimento de uma Cultura Microbiana
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Fonte: MADIGAN, MARTINKO, et al. (2016)

Legenda: (a) Dados de uma populacdo que se duplica a cada 30 minutos. Verde: segundo
maior emprego

(b) Dados plotados em escalas aritmética (ordenada a esquerda)

(c) Logaritmica (ordenada a direita).
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A importancia atribuida as analises microbioldgicas faz dessa uma das areas
mais pesquisadas mundialmente. Na bacteriologia, em especial, busca-se né&o
somente localizar e quantificar como identificar bactérias mais rapidamente. Os
métodos mais utilizados em anélise de rotina baseiam-se em métodos bioquimicos
convencionais e 0s ensaios imunolégicos / enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) (TORTORA, FUNKE e CASE, 2012) ou genotipagem (GENUER, 2016) que
retardam em muito os resultados, algumas vezes ocorrendo falsos positivos ou
negativos. Pois, além de requerer varias etapas de analises que demandam tempo
de cultura, tempo de andlise de identificacdo e quantificacdo, estdo vinculados ao
uso de reagentes como 0s anticorpos marcadores, muitos deles proveniente de
laboratorios estrangeiros. O retardo na liberacdo de resultados bacteriolégicos
resulta na agil proliferacdo de populacdes bacterianas resistentes impactando na
bacteriologia.

Ao considerar os efeitos sobre o individuo, este viés incorre no rapido avango
do processo saude/doenca e 0 uso inespecifico de medicamentos pode agravar o
quadro infeccioso com risco de septicemia; sobre o0 meio ambiente amplifica o
processo de desequilibrio ambiental, contaminacdo de aguas fluviais e maritimas,
tornando-se fator de risco para 0s seres vivos; para a microbiologia industrial, a
exemplo da alimenticia e cosmetologia, pode comprometer os procedimentos de
inspecdo e controle gerando a desqualificacdo nas especificacdes dos produtos
finais. Semelhante analogia pode ser associada ao nivel da industria do petréleo e
gas, onde a formacédo de biofilmes capazes de ocasionar a corrosao induzida por
micro-organismos (CIM) induz ao comprometimento do sistema de produgéo,
transporte e armazenamento de fluidos de reservatorios, 6leo e gas, além de
contribuir para a aplicacdo de biocidas inespecificos elevando os niveis de
contaminagdo do meio ambiente e riscos ocupacionais.

A abordagem em questdo é justamente sobre a otimizacdo da analise
bacteriol6gica em funcdo do tempo para a identificagdo de BRS, observando que
pesquisas anteriores com o método EEL (BAE, 2008;BAl, 2010; BHUNIA, 2007;
BUZALEWICZ, WIELICZKO e PODBIELSKA, 2011,2014; ROBINSON, RAJWA, et
al., 2008) revelaram uma reducéo brusca de tempo de cultura, em pelo menos 24hs
e 12hs em amostras que seriam analisadas em pelo menos 36 h. Acredita-se que, a
aplicacdo da técnica EEL para identificagdo de BRS, comumente monitoradas na

Industria de Petrdleo, Gas e Biocombustiveis, implicara na deteccéo e identificacao
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de espécies bacterianas causadoras da CIM em menor tempo, possibilitando o
controle assertivo desses micro-organismos.

Sob o ponto de vista tecnoldgico, a relevancia da metodologia analitica por
EEL estad em possibilitar reduc&o dos custos no processo de diversas maneiras, seja
pelas intervencdes direta ou indiretas.

De forma direta, os beneficios se incluem especialmente na reducdo de
custos em analises bacterioldgicas em funcdo do tempo e da praticidade dos
meétodos, tais quais: a) facilidade de treinamento do recurso humano, b) reducao das
etapas de bancada, c) reducdo dos altos custos com testes de confirmacao, ao
reduzir ou mesmo eliminar os falsos positivos e negativos de testes de reacdes
bioquimicas, imunoldgicas e genotipagem.

Indiretamente, os beneficios na prevencdo da CIM se distribuem nas
diferentes areas aplicadas da cadeia produtiva, desde a producao, passando pelo

refino até a distribuicdo e armazenamento do Petroleo, Gas e Biocombustiveis.

1.4 MOTIVACAO

A escolha do tema envolveu inicialmente a adaptacdo do projeto de
desenvolvimento de prototipo do método EEL de identificacdo de bactérias a
aplicacdo na éarea de Petréleo, Gas e Biocombustiveis no ambito do programa
intitulado “PRH 55 especializagdo em petroleo e gas”, desenvolvido em parceria com
o Servico Nacional de Aprendizagem Industrial — SENAI/DR/BA. Considerando este,
0 ponto de partida para o estudo de aplicacdo do método EEL para identificacdo de
bactérias importantes para a esse ramo industrial. A0 menos quatro ramos de
monitoramento microbioldgico foram considerados importantes para a produtividade

deste setor (fig. a), séo estes:

a) Identificacdo de micro-organismos importantes para as intervencoes
contra as corrosbes causadas por bactérias surfactantes em tubulacdes e
armazenamento reduzindo a qualidade do produto final - controle de qualidade;

b) Controle  microbioléogico da biomassa em Dbiorreatores de

biocombustiveis atuando diretamente na produtividade;
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C) Biorremediacdo dos derramamentos de 6leo em ambientes aquiferos e
solo por meio de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos: a intervencao precoce
permite reduzir os custos com multas diarias em casos de crimes ambientais;

d) A regeneracdo de campos maduros de petréleo por proliferacdo de
bactérias degradadoras de petréleo, ampliando a capacidade produtiva do poco;

Apbs a selecdo deste projeto pelo PRH 55 houve a escolha do grupo de
bactérias de interesse para industria do Petroleo ou Biocombustiveis o que culminou
na escolha das bactérias redutoras de sulfato (BRS).

As BRS estao entre as principais causadoras de biocorrosdo na Industria de
petrdleo e Géas sendo alvo de monitoramento na producdo. A biocorrosdo esta
associada a vazamentos de 6leo, elevada producéo de gas sulfidrico (H2S) efoulling
biogénico(GROPOSO, CLAUDIA, MIGUELETI, DEIVID, SOUSA, MAIRA, AKAMINE,
RUBENS., Dezembro/2014;0OLLIVIER, 2005) que gera tanto o dano ambiental
quanto onera a industria em multas e perdas de produto, além de elevar os riscos
operacionais (MARANGON, 2001; OLLIVIER, 2005; POPOOLA, 2013). Ha a
constante preocupacao sobre os maleficios gerados pela corrosédo na industria, mas
especificamente as CIM, devido a necesséaria aplicacdo de biocidas que sé&o
poluentes ambientais e propulsores de comunidades bacterianas mais resistentes.

Cada vez mais pesquisadores buscam encontrar métodos de andlise que
visem contar, classificar e identificar estes micro-organismos de maneira mais rapida
e com poucos resultados falsos.

Segundo Regras e Planilhas para Calculo do Numero Mais Provavel (NMP):

O NMP é o método mais utilizado na analise quantitativa de bactérias
anaerdbias. Na PETROBRAS, as concentracfes de Bactérias Redutoras de
Sulfato (BRS) e Bactérias Anaer6bias Heterotroficas Totais (BANHT)
presentes em amostras de agua de inje¢do, agua produzida, residuos de
corrosdo, entre outras amostras, séo obtidas por esta técnica [..] estima a
densidade da populacdo de microrganismos em tubos (McCrady, 1915),
sem a necessidade de contagem direta (Alexander, 1982), consistindo em
véarias etapas de bancada, tais quais: diluicdes sucessivas, amostragens de

cada diluicdo, incubagdo em meios apropriados, avaliacdo do crescimento
(PETROBRAS/CENPES/PDEDS/BTA , 2008,p.1-4).

Os resultados pelo método NMP séo dificeis de interpretar e séo liberados em
torno de 28 dias, sendo, portanto, tardios. Esta condigcdo promove a aplicacdo de
biocidas inespecificos e ineficazes para a prevencdo da CIM (GROPOSO,
MIGUELETI, et al., 2014), portanto sem eficiéncia comprovada (PENNA, 2014).
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Consequentemente, as buscas por novos métodos de analise microbiologica
tém sido levadas em consideracdo para reducdo de custos, tempo em analise e
resultados falso negativos, a fim de obter melhores respostas para o controle da
CIM. Para a industria do Petréleo e Gas esta pesquisa envolve-se com upstream
(exploragéo e producéo).

A pesquisa de aplicacdo do método por EEL para identificacdo de BRSé de
elevado potencial cientifico, devido a insercdo em todos o0s ramos acima
relacionados ea aplicabilidade da tecnologia na vida real, contribuindo em muito ao

contemplar as vantagens mencionadas (ver figura 2).

Figura - 2 Diagrama de Relacao entre os Ramos de Monitoramento de
Bactérias

Biorreatores de
blocombustiveis

Controle da CIM

Fonte: O autor (2016).
Legenda: Amarelo: maior emprego da bacteriologia na indistria do petréleo
Verde: segundo maior emprego

Azul: terceiro emprego

Sob o ponto de vista computacional, a classificacdo de objetos, a que se
destinam os resultados deste trabalho, permitira analisar os dados visando sua
aplicacao em visdo computacional, consistindo em uma etapa critica, que envolve no
ambito do PDI, a aquisicdo da imagem, 0 pré-processamento, extracdo de

caracteristicas. Gonzalez (2010) entende que a classificacdo bem-sucedida dos
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dados extraidos da imagem depende das decisdes assertivas nas etapas que
antecedem a classificagdo como o pré-processamento da imagem e a aplicacdo do
meétodo adequado de extracdo de fatores.

Neste sentido, a aplicacdo dos polinbmios de Zernike em processamento
digital de imagens apresenta vantagens em relacdo aos demais modelos de
descricdo de objetos. Uma vez aplicados ao processamento digital de imagens,
caracterizam-se pela baixa complexidade computacional, baixa sensibilidade ao
ruido, boa precisdo de recuperacdo e maior quantidade de informacdes em finos
detalhes da imagem, comumente utilizados para resultados em tempo real
(BAYRAKTAR, 2006; TAHMASBI, FATEMEH e SOUKOUHI, 2011), funcionam bem
para a compressao de imagens e descricdo em casos de necessaria invariancia a
rotacdo, apresentando baixo custo computacional. Sdo frequentemente utilizados
para variadas aplicacdes, dentre as quais, deteccdo de bordas, como um conjunto
de fatores em reconhecimento de padrdes, recuperacdo das formas de imagens
(HWANG e WHOI-YUL, 2006), a exemplo da aplicacdo em extracdo de forma e
contorno de nddulos malignos e benignos (TAHMASBI, FATEMEH e SOUKOUHI,
2011).

1.5 LIMITES E LIMITACOES

No ambito da fisica 6ptica, este trabalho limita-se a montar um sistema optico
EEL ndo automatizado, que permita a incidéncia de um laser 6ptico de comprimento
de onda conhecido e definido sobre a colénia de bactéria, de modo a gerar um
diagrama de difracdo que possa ser fotografado. Algumas limitagbes tornaram a
analise mais trabalhosa e com menor qualidade da imagem, tais quais:

a) demanda de aquisicdo de materiais Opticos mais adequados, como lentes
apropriadas;

b) melhoramento no processo de captura da imagem como necessaria
atenuacao do laser incidente;

¢) localizagdo manual das coldnias na placa de Petri o que implicou limitacdo

para trabalhar com nimero maior de colénias;
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d) a luminosidade do ambiente, o que foi corrigido com a fabricagdo de uma
caixa preta,;

e) limitacdo Optica do sistema para focalizacdo das colbnias que produziam
diagramas de difracdo com diametros elevados, aumentando a distancia focal,

f) as imagens fotografadas de frente do diagrama de dispersdo em anteparo,
elevando os ruidos;

Ressalta-se que estas limitacdes ndo foram impeditivas do trabalho, visto que
para o estudo da viabilidade, essas condi¢cdes poderiam ser limitantes para se atingir
resultados positivos, mas nédo negativos. Pois, partiu-se do pressuposto de que uma
vez viavel nessas condi¢cbes, havendo o progresso e aperfeicoamento futuros do
sistema, as variaveis do sistema seriam melhor ainda controladas.

No ambito da microbiologia, este trabalho limita-se a analisar bactérias do
grupo das BRS provenientes de agua de producdo de reservatorios de petréleo.
Ainda que, inicialmente, ndo seja conhecida a espécie. Esta decisdo foi admitida
perante a dificuldade em aquisicdo de cepas padrdes de espécies de maior
relevancia e predominancia neste habitat, como as do género desulfovibrios e
Desulfotomaculum, e principalmente, pela necessidade de um laboratério de
microbiologia devidamente equipado para desenvolvimento das etapas de
isolamento e cultivo de bactérias anaerdbias. A forma encontrada para superar esta
limitacdo foi realizar uma parceria de pesquisa externa para realizacdo das etapas
de cultivo.

No ambito da modelagem computacional, o trabalho limita-se na etapa de
extracdo de dados da imagem, mais precisamente, em extrair os dados da imagem
aplicando os polinémios invariantes de Zernike. A limitacéo principal parte do desafio
do conhecimento técnico em torno de processamento digital de imagens e utilizacéo
da ferramenta Matlab para esta finalidade.

A estratégia adotada foi o estudo auto didatico por meio de recursos
multimidia (tutoriais MathWorks, Verduca, Coursera), referéncia bibliografica e ainda,
utilizacdo de software preexistente para aplicagdo dos polindmios de Zernike em

processamento digital de imagens.
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1.6 ASPECTOS E QUESTOES METODOLOGICOS

1.6.1 Do diametro do laser versus diametro da coldnia

Colbnias bacterianas sao formadas por milhdes de bactérias estruturadas
empacotadas em uma matriz ou meio de cultivo, incorporando materiais
extracelulares que variam a estrutura geométrica das colbnias. Trabalhos iniciais
sobre modelos biofisicos de colbnias de bactérias analisadas segundo a teoria de
difracdo escalar para previsdo do padrdo para frente de dispersdo avaliaram a
interferéncia das caracteristicas morfologicas das colbénias na formacédo de
diagramas padrbes de dispersdo, concluindo que ao menos dois parametros
morfolégicos sao criticos e, portanto, devem ser monitorados: a espessura do centro
da col6nia e o diametro da colénia (BAE; BAI, 2010). Assim, deve-se observar o
alinhamento do centro do laser com o centro da col6nia considerando que o
diametro do laser ndo deve ultrapassar ou retroagir ao diametro da colonia. Em
geral, os estudos realizados partiram de diametro do raio laser de 635nm em torno
de 1mm para analise de colénias com diametros variando em torno de 1 a 2 mm
(BAE, 2007, 2008,2010, 2016). A técnica mais adotada para o controle do diametro
da coldnia foi o0 monitoramento do tempo de cultivo (BAE, 2007, 2008), verificando-
se gque o tamanho do diametro da colonia aumenta com o tempo, em mesmas
condi¢bes ambientais, inclusive, de demanda nutricional do meio.

Neste sentido, um dos problemas € o de alcancar um tamanho de col6nia que
permita a disperséo de frente de onda quando iluminada por um laser de 635nm de
4mm de diametro. Entdo, considerando a dificuldade em isolamento das BRS e
controle da etapa de incubacéo seria possivel observar o diametro minimo entre 0,5-
2 mm necessarios para a difragdo?

Assim, para capturar imagens de dispersao de frente de onda para este grupo
de bactérias precisava-se, antemao, superar os limites técnicos solucionando essas

davidas.
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1.6.2 Da aquisi¢cdo de imagens

A andlise de componentes da imagem em visdo computacional requer a
compresséo da imagem que normalmente ocorre por dois caminhos: a escolha de
parametros mais relevantes em detrimento dos menos importantes ou a juncao de
parametros para formacao de um novo fator de medicdo (BAYRAKTAR, 2006).

A visdo computacional permite a analise mais refinada ou minuciosa da
imagem ao conseguir avaliar detalhes dos dados de imagem imperceptiveis a olho
nu. (TAHMASBI, FATEMEH e SOUKOUHI, 2011). Nesta m&o, 0s instrumentos
opticos de medicdo propiciam a melhor observacdo de um objeto ou analito por
mecanismos fisicos de decomposicdo da luz (refracdo, difracdo, reflexdo e
absorcao) transformando em informacao nas formas de sinais ou imagens.

Neste projeto, as informacdes processadas sdo imagens de diagramas de
difracdo geradas por um sistema Optico de medicédo a laser. Uma vez geradas as
imagens, estas podem ser processada por softwares especificos para compressao
da imagem e extracdo de fatores. Para tanto, as imagens capturadas devem
caracterizar ao maximo o objeto para que mais detalhes de conteddo sejam gerados
(TAHMASBI, FATEMEH e SOUKOUHI, 2011).

Contudo, ndo somente a quantidade de sinais, mas especialmente, a
qualidade do sinal deve ser atingida. Imagens em que 0s maiores numeros de sinais
sdo provenientes de ruidos durante formacao da imagem, por exemplo, podem gerar
dados insuficientes para o processamento digital de imagens, reduzindo em muito, a
eficacia da visdo computacional, ainda que esses ruidos possam ser retirados por
meio de filtros de processamento de imagens e técnicas de pré-processamento
digital de imagens. Logo, a qualidade da imagem gerada a partir de instrumento
optico de medicao consta da conjuncéo entre os controles de qualidade do sistema
do instrumento de medicdo Optica (técnica de escolha, aparatos Opticos, controle
das variaveis), o sensor optico de captura da imagem (camera fotografica) e o
processamento digital de imagens como processamento do histograma e aplicacao
de filtros.

Por outro lado, a aplicagdo de processamento digital de imagens para
reconhecimento de padrdes e analise de objetos, requer que a técnica de extracao

seja invariante aos movimentos de rotacfes, translacdo e alteracbes na escala
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(GONZALEZ e WOODS, 2010; TAHMASBI, FATEMEH e SOUKOUHI, 2011),
comuns durante o processo de captura das imagens em varios angulos de medida.
Neste caso em estudo, durante o processo de localizacdo e centralizacdo das
colénias deve-se levar em consideracdo que as mesmas estdo posicionadas em
varios pontos do meio de cultivo em placa de Petri, de tal maneira que, faz-se
necessario rotacionar a placa e movimenta-la em um eixo (X, y). Assim, as variaveis
de rotacdo estdo presentes nas imagens geradas da difracdo de frente de onda.

Mediante as condicfes do sistema de medicéo fisica por EEL construido em
laboratério, questiona-se sobre a possibilidade de gerar padrdes de difracdo que
contenham dados de relevancia para o processamento digital de imagens para visao
computacional.

Ainda, qual técnica de compressdo de imagens serd a melhor para
representar os padroes de difracdo obtidos considerando que as extracdes de
caracteristicas ndo poderao variar com rotacao?

Finalmente, para responder aos questionamentos foram realizados varios
experimentos que serdo discutidos a posteriori, horteados pela problematica que é
responder em até que ponto € viavel a aplicacdo da técnica de difracdo da frente de
onda de laser éptico (EEL) para identificacdo de bactérias redutoras de sulfato
provenientes de cultivos de fluidos de reservatorio petrolifero.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 A MICROBIOLOGIA DO PETROLEO

A microbiologia estad presente na industria do petréleo e biocombustiveis
desde a origem com a producédo de hidrocarbonetos e gas a exemplo do metano até
0 armazenamento e transporte do produto final, abrangendo as etapas de producéo.
Mesmo que seja secular a evidéncia da presenca de bactérias na producao de 6leos
utilizados para producdo de energia, ainda € recente a identificacdo desses micro-
organismos haja visto a diversidade de espécies de bactérias e dos hidrocarbonetos
envolvidos. Segundo Kenneth, et al.,2010, os mecanismos bioquimicos de producao
de hidrocarbonetos por micro-organismos ainda sao pouco conhecidos e € complexo
por envolver consorcios de bactérias.

O primeiro estudo sobre a ecologia microbiana de aguas de producdo de
reservatorios de petréleo data de 1926 por Edson S. Bastin e colaboradores que
concluiram ser os campos petroliferos ambientes comuns para as bactérias
redutoras de sulfato (BRS) (Ollivier et al., 2005), mas somente teve a primeira cepa
isolada por Beijerinck em 1985 batizada pelo pesquisador de Spirillum desulfuricans
(POSTGATE, 1979).

Os micro-organismos estéo distribuidos dentro e fora da superficie terrestre.
Os principais ecossistemas microbianos sao 0s aquaticos (oceanos, lagoas, lagos,
riachos, gelo, fontes termais) e o0s terrestres (solos superficiais, sedimentos
profundos) (MADIGAN, MARTINKO, et al., 2016), em que fazem parte os fluidos de
reservatorios de petréleo, aguas de producdo e 6leo cru. Muitos deles estédo
adaptados a ambientes aparentemente de condi¢cfes inOspitas como na biosfera
continental, onde h& verdadeiros ecossistemas geologicamente isolados com
caracteristicas fisico-quimica e geoldgicas diversas e temperaturas elevadas de 50-
120°C. Procariontes termofilicos subterrdneos sdo comuns nesse habitat e estdo
entre aqueles capazes de reduzir sulfato e ferro, em que mais da metade
populacional pertence ao filo Firmicutes (SLOBODKIN e SLOBODKINA, 2014).

BRS formam a principal base microbiana nos ambientes com auséncia de

oxigénio (anoxico) ricos em sulfato. Essa condicdo aplica-se aos sedimentos
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marinhos, visto que as concentracfes de sulfatos nas 4guas oceanicas séo iguais ou
superiores a 30mM (BARTON e HAMILTON, 2007). Algumas espécies também séo
isoladas de aguas superficiais, como lagos de agua doce com baixa concentracao
de sulfato (ImM) por meio da re-oxidacdo de H2S (convertendo-o em SO4> ou
Sopara tanto realizam comensalismo com bactérias quimiolitotréficas oxidantes e
fotolitotroficas (BARTON e HAMILTON, 2007 apudHolmer and Storkholm,2001).

Os sedimentos marinhos profundos séo caracterizados por um baixo teor de
carbono organico e contagem de células totais de <10 7 células por ml de sedimento.
Estudos recentes que analisaram a predominancia de micro-organismos na
profundidade subterranea nesse ecossistema, revelou quantidades semelhantes de
Archaea e Bacterias presentes em menor profundidade e prevaléncia de Bactérias
em parte mais baixa do sedimento, em direcdo ao nucleo terrestre, em profundidade
méxima de 50 metros abaixo do fundo do mar. Entre as bactérias um elevado
namero de replicacdes de genes foi identificado para bactérias redutoras de sulfato
(BREUKER, STADLER e SCHIPPERS, 2013).

As bactérias e arqueias desempenham papel fundamental em sedimentos
marinhos, como a oxidagcdo de matéria organica, producdo de metano e
hidrocarbonetos e remocéo de sulfato do oceano, este Ultimo especialmente, pelas
BRS. KALLMEYER, POCKALNY, et al., 2012 estimou por estudos de correlacdo a
distribuicdo global geografica (figura 3) de micro-organismos na subsuperficie
sedimentar em 2,9 * 10%° células e considerou a variacéo da distribuicdo nos locais
da concentracdo fortemente correlacionada com a taxa média de sedimentacdo e

distancia da Terra.
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Figura 3 - Distribuicdo de bactérias e arqueas na superficie e subsuperficie da terra
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Fonte: Modificado de Madigan (2016) apud William Whitman (2007).
Legenda: " Subsuperficie marinha
Subsuperficie terrestre
= Solo superficial
Oceanos
Demais habitats

Os valores estédo representados em termos de percentuais da distribuicdo por
area

Os reservatorios de petrdleo sdo considerados ambientes geoldgicos de
elevada profundidade, de constituicdo fisico-quimica heterogénea e ecossistema
anaerobio que oferece nutrientes para o crescimento e sobrevivéncia de populagdes
bacterianas nas condi¢cbes diversas de temperatura e presséo (OLLIVIER, 2005).
Entre o periodo de 1988 a 2004 foram identificadas em amostras de fluidos de
reservatorio, 6leo e agua por meio do método independente de cultura baseado na
andlise dos genes 16s rRNA, a presenca dos géneros Desulfacinum, Desulfobacter,
Desulfobacterium, Desulfobubus, Desulfomicrobium, Desulfotomaculum,
Desulfovibrio, Thermodesulfobacterium (OLLIVIER, 2005).
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No ambiente do petréleo existem procariontes que resistem as elevadas
temperaturas, como as termdfilas a ex. das espécies do género
Thermodesulfovibrio, a elevada salinidade e ao ambiente andxico. Dentre os quais

estao as bactérias redutoras de sulfato.

2.1.1 Bactérias redutoras de sulfato (BRS)

2.1.1.1 Morfologia, Classificacéo e Fisiologia

Os procariotos tém diametros celulares variaveis entre 0,2 a 700 pm
(MADIGAN, MARTINKO, et al., 2016).

A morfologia das BRS é bastante variada. Geralmente apresentam morfologia
dos tipos: circular ou esférica, oval, vibrio ou filamentosa. Espécies do género
Desulfovibrio sdo semelhantes a bastonetes e possuem filamento Unico que facilita a
movimentacdo em ambientes aquaticos. Outras, dos géneros Desulfomicrobium,
Desulfobulbus, Desulfobacterium, Desulfosarcina séo de forma oval. Desulfococcus
e as espécies do género Archaeglobus (Euryarchaeota) sdo esféricas, em formato
de cocos. Desulfobacter podem apresentar-se oval ou vibrio. Desulfonema tem
morfologia multicelular. Desulfotomaculum podem ser retas ou curvadas (tomaculum
deriva de salsicha). Enquanto que Desulfomonile e Thermodesulfobacterium tém
formas de bastao (bastonetes) (OLLIVIER, 2005).

As BRS sao procariotos que se localizam nos dominios, Eubactérias e
Archaea. Neste ultimo somente fazem parte o género Archaeoglobus (KAKSOMEN,
2004). O dominio Eubactérias sdo os procariontes bactérias propriamente ditas.
Enquanto que Archaea sdo procariontes com relagBes evolucionarias ou
filogenéticas distintas das bactérias.

Segundo a classificacdo obtida do Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology sé@o pertencentes ao filo das mesdfilas Delta-proteobactérias, com 0s
géneros Desulfovibrio, Desulfobacterium, Desulfobacter e Desulfobulbus, o género
das bactérias termofilicas Gram-negativas, Thermodesulfovibrio (BARTON e
HAMILTON, 2007; TORTORA, FUNKE e CASE, 2012). Mas, de acordo com a



40

classificacdo baseada no polimorfismo do 16SRNAr (KAKSONEN, 2004) também
sdo encontradas dentro das filogenias Firmicutesa exemplo das espécies Gram-
positivas do género Desulfotomaculum, Thermodesulfobacteria, Nitrospiras,
Euryarchaeota e seu unico género Archaeoglobus (Castro et.al, 2000). Ressalta-se
no filo Nitrospira os Thermodesulfovibrio e a linhagem mais recentemente

descoberta, Thermodesulfobiaceae (Mori et al.,2003). Ver tab. (1)

Tabela 1 - Principais caracteristicas distintivas de bacteria e archaea.

Caracteristicas Morfoldgicas Bactéria Archaea

Estrutura celular procariética Sim Sim
Parede celular Pre_senc;a_de _Sem .
peptideogliano peptideogliano

Lipideos de membrana LigacBes éster Ligacdes éster

Nucleo envolto por membrana Ausente Ausente

Movimento dos flagelos Rotacional Rotacional
SenS|b|I|da(c:j;nz(;l]ci)(r:?nngzn;zzli,cﬁﬁ;eptom|C|na, sim N&o

Estruturas fisiolégicas
Reducéo dissimilativa de Sim Sim
S°, SO4%, H2S, Fed?t, Fe?t
Nitrificagéo Sim Sim
Fotossintese Sim N&o
Desnitrificagédo Sim Sim
Fixacdo de nitrogénio Sim Sim
Metabolismo energéticobaseado em rodopsina Sim Sim
Quimiolitotrofia (Fez+, NHs, SO, Hz) Sim Sim
Endosporos Sim N&o
Vesiculas de gas Sim Sim
Sintese de granulos
de armazenamento de carbono, Sim Sim
compostos porpoli-b-hidroxialcanoatos

Crescimento acima de 70°C Sim Sim
Crescimento acima de 100°C Nao Sim

Fonte: Modificada de Madigan (2016).

Conforme Ollivier (2005, p.35), traducdo nossa, sobre a importancia desses
micro-organismos, afirma:“eles desempenham um papel importante no ciclo mundial
do enxofre e em sedimentos marinhos que podem representar até 50% do processo

total de mineralizac&o do carbono”.
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Na microbiologia do petroleo as BRS podem ser consideradas indigenas aos
ambientes do reservatorio ou gerados na dgua de formacdo ou contaminantes de
aparatos de perfuracdo (ex. instalagdes, juncdes, dutos) nas formas de biofilmes
microbianos ou ainda, carreadas pelas aguas de reinjecdo (MBADINGA, 2011;
OLLIVIER, 2005). Os ambientes salinos como oceanos e mesmo hipersalinos como
lagos andxicos possuem concentracdo de sulfato suficientes para a vida das BRS.O
género Archaeoglobus estdo presentes nos ambientes hidrotermais e subsuperficie
de reservatérios de petroleo (OLLIVIER, 2005).

As espécies mais comumente isoladas de aguas de producédo e 6leo cru sado
aguelas pertencentes aos géneros Desulfovibrio, Desulfotomaculum, Desulfobacter,
Desulfacinum, Desulfobacterium, Thermodesulfobacterium (Ollivier et al. 2005;
Vigneron et al, 2016; Zhang et al. 2012) e os membros da familia
Desulfobacteraceae (MBADINGA, 2011).

A populacdo de BRS é de filogenia heterogénea e crescem nos meios
ambientes marinho e terrestre, primordialmente anéxicos e ricos em sulfato (SO4%).
O habitat rico em ions sulfato propicia 0 metabolismo anaerdbico em que realizam a
sua reducdo em sulfetos produzindo sulfetos biogénicos, bissulfetos, gas sulfidrico
(H2S), aléem de metabdlitos intermediarios e auxiliares da corrosdo anaerdbica do
ferro (MADIGAN;VIGNERON, 2016; OLLIVIER, 2005; TORTORA, FUNKE e CASE,
2012).

Esta populacdo de wum grupo de micro-organismos procariontes
primordialmente anaerdbios estritos ou obrigatorios, sendo que alguns destes
procariontes podem ser tolerantes ao oxigénio. A espécie Desulfovibrio Oxyclinaeem
condicbes de microaerofilia pode crescer utilizando O2 como aceptor de elétrons”
(MADIGAN, MARTINKO, et al., 2016). Sdo também quimiolitotroficas ao utilizarem o
metabolismo da oxirreducéo para obtencéo da energia.

O dominio delta-proteobactérias abriga o maior numero de géneros das BRS.
Neste dominio, a ordem Desulfovibrionales é “responsavel pela liberacdo de milhdes
de toneladas de H2S na atmosfera a cada ano” (TORTORA, FUNKE e CASE, 2012,
p. 312). Neste grupo faz parte o género Desulfovibrio, da familia Desulfobrionaceae
(KAKSONEN, 2004). Logo, é possivel inferir que a presenca desses procariotos no
sistema produtivo de petréleo e gas é fator de risco para o aumento de producdo de

gas sulfidrico.
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Embora algumas espécies possam realizar respiragdo aerébia, o crescimento
populacional somente ocorre em ambiente estritamente andxico, com auséncia ou
guase auséncia de oxigénio. (BARTON e HAMILTON, 2007)

As BRS fazem parte da diversidade bacteriana no ciclo do enxofre capazes
de realizar o metabolismo dissimilativo do enxofre (POSTGATE, 1965). Conservam
energia por meio da reducdo de compostos sulfurados, decompondo a forma mais
oxidada do enxofre (SO4?-, estado de oxidagdo +6) em sua forma mais reduzida, o
sulfeto de hidrogénio ou acido sulfidrico ou géas sulfidrico (H2S, estado de oxidacao -
2). Por isso sdo também classificadas como bactérias dissimilativas redutoras de
sulfato (grifo nosso) (figura 4) (BARTON e HAMILTON, 2007; MADIGAN, 2016;
POSTGATE, 1965).

A fisiologia desses organismos estabelece que compostos quimicos
organicos como piruvato, lactato e é&lcoois de cadeia curta (etanol, propanol e
butanol) e inorganicos como hidrogénio (H2) e hidrocarbonetos que compdem uma
ampla variedade de substratos sdo utilizados como doadores de elétrons
(MBADINGA, 2011; MADIGAN, 2016). Algumas espécies crescem de formas
quimiolitotréficas e autotrdéfica, utilizando o CO2 como Unica fonte de carbono e os
respectivos Hze SO4>~ como agente redutor e agente oxidante. (MADIGAN,
MARTINKO, et al., 2016). Essas espécies também sdo denominadas de
mitoxotréficos (grifo nosso) (MADIGAN, 2016), devido a dependéncia da matéria
organica para obtencéo de energia.

Os redutores dissimilativos de sulfato (figura 4 e tabela 2) subdividem-se em
duas categorias: oxidantes completos e os oxidantes incompletos. Os primeiros séo
capazes de oxidar acetato e acidos graxos completamente a CO2, dentre os quais
estdo os géneros Desulfobacter, Desulfococcus, Desulfosarcina, Desulfonema. Os
segundos nao oxidam o acetato a COz2, ao qual fazem parte um dos géneros de BRS
mais pesquisados na microbiologia e biomonitorados na industria do Petroleo e Gas,
devido principalmente a sua abundancia na formacao dos biofilmes, as Desulfovibrio
(MADIGAN, MARTINKO, et al, 2016). Adicionando-se as Desulfomonas,

Desulfotomaculum e Desulfobulbus.
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Figura 4 - Dendograma dos redutores dissimilativos de sulfato.
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Fonte: Madigan, Martinko, et al. (2016).

O dendograma retrata as relagfes filogenéticas entre alguns géneros de redutores de
sulfato, como inferido por andlise da sequéncia do gene 16S de seu RNA ribossomal. O
sombreamento colorido diferencia cada um dos cinco principais filos que contém géneros
de redutores de sulfato. Os circulos coloridos indicam se a espécie € um oxidante

completo, capaz de oxidar acetato a CO2, ou um oxidante incompleto, incapaz de oxidar
0 acetato.



Tabela 2 - Filogenia dos procariontes redutores de sulfato

Filo Classe Ordem

Familia

Género

Frofeobacteria  SProteabacieria  Desuliovibrionaler

Desulfovibrionacens

Desulfavibrio

Desulfomicrabiacans

Dasulfamicrabion

Desulfobalebiazeas

Desulfehalobiim
Desulfbreronovibrio
Desulforaticus
Desulfothermis

Desulfobacierales

Desulfbbacteraceas

Desulfpbacter
Desulfabacterium
Desuffpbeaculs
Desulfobotulus
Desulfocella
Desulfacoccus
Desulfafoba
Desulfnfiious
Desulforsa
Desulfanema
Desulforesa
Desulforareing
Desulfbrpira
Desulibtignum

Desulfobilbaceas

Desuffbalbus
Desulfacapsa
Desulfafiostic
Desulforhopalus
Desulfptalea

Dasulfoareales

Desulfoarculaceas

Desulfomrculus

Syrtophobacieraler

Swtraphobacteracene

Desulfacinum
Desulfarkabdus
Desulfovirga
Thermocesulfi-
rhabches

Svntrophaceae

Desulfabacea
Darulfomaenile

Firmiciutes Clositridia Clostridiales

LPeptococcrcens

Desulforispora
Desulfazporosins
Desulfptomaculum

Thermodesulip-  Thermodesulfo-
Bacteria bacteria

Thermodesudio-
bactariales

Thermodesulfo-
bacteridceas

Thermodesulfo-
bacterium
Thermadesulfidatar

MNitraspira Nifrospira MNitraspirales

Mitrospiraceas

Thermodesulfovibrio

Lnclassifted Lnelassified LUnelassified

Thermodesulibbinceas

Thermodesulfbhium

Eurvarchasota  Archasoglobi Achaeozlobales

Archagaclodaceas

Archacoziobus
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Fonte: Adaptada de Kaksomen (2004)
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2.1.1.2 Metabolismo e Termodinamica Microbianos

As BRS sao micro-organismos que realizam a respiracdo anaerdbia, uma vez
que utilizam outros aceptores de elétrons em lugar do oxigénio. Mas, possuem
sistemas respiratérios similares aos aerébios, pois possuem um complexo sistema
de transporte de elétrons contendo citocromos, quinonas, proteinas de ferro e
enxofre, e proteinas tipicas transportadoras de elétrons (MADIGAN, MARTINKO, et
al., 2016).

Realizam a respiracdo anaerdbia pelo mecanismo da reducdo dissimilativa
em que o composto inorganico SO42 é reduzido como fonte de enxofre, o produto
final & principalmente, o radical sulfidril (_SH) (MADIGAN, MARTINKO, et al., 2016).
O ambiente para proliferagdo das BRS deve ser anodxico, tendo em vista que o
mecanismo de reducdo dissimilativo € inibido na presenca oxigénio (BARTON e
HAMILTON, 2007).

Diversamente da reducdo assimilativa, o consumo do ion SO4? ocorre em
larga escala euma vez reduzido, o produto final H2S é excretado para o meio
ambiente, ndo sendo, portanto, assimilado para biossintese (MADIGAN,
MARTINKO, et al., 2016). Consequentemente, a formacéo do produto final primario
(H2S) se da em larga escala.

Outra caracteristica € a versatilidade das BRS em seus mecanismos de
sobrevivéncia e proliferacédo. Isso porque, utilizam uma diversidade de compostos
organicos e inorganicos como doadores de elétrons ver tabela (3).

O uso de inorganicos para o metabolismo deve satisfazer a condicdo de que
o potencial redutor (Eo)do seu par redox (o doador de elétrons) seja mais
eletronegativo que o par receptor de elétrons na respiracdo anaerobia. (MADIGAN,
MARTINKO, et al., 2016), ver tabela 3.

O metabolismo deste grupo bacteriano ocorre de forma facilitada por reacéo
catalitica, pois diante da maior eletropositividade do ion SO4?(-217mV) em relacéo
ao ion HS  (-200mV), o auxilio de proteinas transportadoras de elétrons torna a
reducado do sulfato possivel (BARTON e HAMILTON, 2007).
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Tabela 3 - Compostos sulfurados e doadores de elétrons na reducgéo de sulfato

\Composins sulfurades & doadores de eleinons
na reducio de sulfato

Compasto Ezrado de pddando por dtoma da 8
Estados de owidacho de importantes composios sulfurados
. S orginico [R=5H) -2
Suifeto (5 -2
Erpete aementar (57 o
Ticssuifato (5,40, +2/+B
Chéondo de cruatre [S00) +4
Sudfite (30,7 +4
Sulfato 50,7 +E
Al doadares de efétrons ulibzrdos na redueio de sulfrs
H, Hcataio
Lactato Propionato
Pruaio Butirato
Etanal e cutros alcodis Acidos grexos da cadein konga
Fumnarato Berzoalo
Mala*o Inclad
Cofna Wirios hedrocarbonetos

Fonte: Adaptada de MADIGAN, MARTINKO, et al.( 2016)

Indica os compostos orgénicos e inorganicos que funcionam como aceptores e doadores de
elétrons na respiracdo anaerébia das BRS e metabolismo dissimilativo.

A bioquimica de reducdo do SO4? ocorre mediante a ativacdo catalitica da
ligacdo do ion sulfato a um fosfato do ATP por intermédio da enzima ATP sulfurilase.
(BARTON e HAMILTON, 2007; MADIGAN, 2016) Duas formas de sulfato ativo
podem ser geradas, adenosina fosfosulfato (APS redutaseou APS,
adenosinephosphosulfate) ou fosfoadenosina-5'-fosfosulfato (PAPS). A APS
redutase € doadora de elétrons ao ion sulfato, (NOX S = +6), reduzindo-o ao
intermediario, SO32(NOX S = +4) (MADIGAN, 2016). Desta maneira, o potencial
eletronegativo eleva de Eo= - 0,52 V (SO42) para quase 0,00 V (SOs?),
possibilitando que o NADH (Eo=-0,32 V) possa transferir elétrons para o ion
sulfito(SOs?). (MADIGAN, MARTINKO, et al., 2016). Logo, o ion sulfito é reduzido a
forma de H2S (NOX S = -2). Esse mecanismo é promovido pela oxidacdo de
compostos que é fonte de energia para a reducdo de sulfatos a sulfetos. Na figura
(5) é possivel visualizar o diagrama de metabolismo bacteriano por redugédo do

sulfato.
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Figura 5 - Diagrama Metabdlico
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@ assim por diants)

Reducao Reducao
dissimilativa assimilativa
de sulfato de sulfato

Fonte: Adaptada de Madigan (2016)

Bioquimica da reducdo de sulfato: sulfato ativado. Esquemas das redugbes assimilativas e
dissimilativas do sulfato. As BRS realizam o primeiro metabolismo.

Os doadores de elétrons mais largamente usados pelas BRS séo Hz, lactato e
piruvato. Conforme a reacdo geral descrita utilizando substrato oHz(Thauer and
Badziong, 1980 apud Ollivier, 2005).

4 Hz+ S04+ H* =  HS+4H:0 (2.1)
4 Hz + SO4%+ 2H* = H2S + 4 H20 (2.2)

Dentre 0s compostos organicos mais utilizados como substratos no
reservatorio de petréleo, estdo os acidos graxos. Os acidos graxos volateis (AGV)
sdo os doadores de elétrons mais comumente usados por BRS em campos de
petréleo (HASEGAWA, 2014 apud Handa et al. 2010) AGV. Na agua de campo de
petréleo séo produzidos pela degradacdo microbiana dos componentes de petroleo
bruto ou 6leo cru (OLLIVIER, 2005). Acidos graxos podem ser degradados por
bactérias dos filos Deltaproteobacteria e Firmicutes (HASEGAWA, 2014; OLLIVIER,
2005). As vias metabdlicas de anaerobiose por dissimilacdo do sulfato acarretam a
acidificacao do oleo.

Os compostos aromaticos e alcanos presentes no petrdleo sao nutrientes

amplamente degradados durante a respiracdo anaerdbia. Desde os trabalhos de
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Aeckersberg et al., 1991 foi possivel a constatacdo empirica da degradacédo de n-
alcanos por BRS, ratificando a condicdo hipotética até entdo predominante. BRS
mesofilicas membros dos géneros  Desulfococcus,  Desulfatibacillium,
Desilfococcusoleovorans, Desulfatibacillium  alkenivorans, Desulfosarcina e
principalmente da familia Desulfobacteraceae foram vinculadas as degradacfes de
diversos alcanos (propano, butano, n-decano, p-xileno) (MBADINGA, 2011)

Recentemente, Hasegawa (2014), investigou a conversdo biolégica de
componentes de petroleo bruto em condicbes anaerObicas para identificar os
componentes quimicos e micro-organismos envolvidos na acidificacdo anaerdbia em
reservatorios de petrdleo. Ao analisar 0os micro-organismos na agua de campo de
petréleo em Akita, Japao, concluiu-se que compostos aromaticos como tolueno e
etilbenzeno sdo degradados pelo género Desulfotignum (uma deltaproteobactéria
redutora de sulfato) por duas vias metabdlicas, a via adicdo fumarato e nédo
somente, a via dos acidos graxos aromaticos volateis (AGVs-VFAs volatile fatty
acids), representados na figura (6). Reacdo de reducdo de sulfato a partir da
degradacéao do tolueno (HASEGAWA, TOYAMA, et al., 2014):

C7Hs + 4.5 SO4% + 3H,0 —> 7HCOg+ 4.5 HS" + 2.5 H* (2.3)

Figura 6 - Vias metabdlicas para acidificacdo biogénica anaerébicas do petréleo

_ Oleo cru
[ Y - \
| Alcanos | |Aromaticos
|(::=‘=-|“I H,0 ~ / oY : ~ H:(»
e Gl 1 l.f' Fumarato [
(i S
A\ CoAsH [ |\
v 2H* & \ 7 ] T
= v - -
Gasoz) | AGV (CH;COO)

h L . j S l_l.f \Y...."
: |

50,7 IHCO, + HS

Fonte: Adaptada de Hasegawa ( 2014 ).

Possiveis vias metabdlicas para producdo de acidificagdo biogénica de petrdleo em condicdes
anaerdbicas.

A investigacao sobre os mecanismos e fatores da biodegradacéo de alcanos

em ambientes andxicos, como o reservatoério de petroleo, especialmente promovidos
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pelas BRS, é fundamental para os controles da biodegradacdo de 6leo em poco
profundo em reservatérios de subsuperficie e da biorremediacdo em &reas

contaminadas por vazamentos de 6leo e efeitos maléficos, como a CIM.

2.1.1.3 Biofilme

Na natureza as BRS coexistem com micro-organismos que utilizam doadores
e receptores de elétrons diferentes daqueles consumidos pelas BRS ou competem
com outras BRS por nutrientes. A vida simultdnea com bactérias comensais é
frequente quando estas catabolizam produtos finais que sdo substratos que, por sua
vez, servem como doadores de elétrons para as BRS, especialmente na
quimiolitotrofia de H2 (BARTON e HAMILTON, 2007). Nesse modo de vida, os
beneficios sdo mutualmente compartiihados e os mecanismos de difusdo de
receptores e doadores de elétrons sdo, portanto, facilitados.

Os biofilmes sédo comunidades bacterianas que crescem fixadas (vida séssil)
em uma superficie e envoltas por uma matriz adesiva excretada pelas células e
agregados celulares. A matriz autoproduzida € composta por substancias
extracelulares poliméricos hidratados (SPE). (FLEMMING e WINGENDER, 2010).
Nessa arquitetura estrutural ha canais que funcionam para a circulacdo de agua e
outros compostos. (MOISSAN, CURIE e GRIGNARD, 2006).

Os polissacarideos, aminoécidos, &cidos nucléicos e ribonucléicos, proteinas
e lipideos sédo os principais SPEs. Exercem funcfes de estabilizacdo mecanica,
mediacdo a adesdo as superficies, conformacao tridimensional e coesdo da rede
polimérica, e ligacdo e imobilizacdo transiente de células (FLEMMING e
WINGENDER, 2010).

As comunidades bacterianas que constituem o biofilme podem ser de uma
Gnica, duas ou mais espécies de tipos diferentes. Grupos como bactérias aerdbias e
anaerobias, bactérias produtoras de acidos, BRS, ferrobactérias, fungos e
microalgas formam verdadeiros consorcios aderidos a superficie, veiculados por
sistemas aquosos (MADIGAN, 2016; MOISSAN, CURIE e GRIGNARD, 2006).

As superficies sdo importantes habitats que ofertam maior quantidade de

nutrientes e maior segurancga contra agentes biologicos, fisicos e quimicos externos.
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O transporte de nutrientes para a superficie € aumentado para 0s organismos em
biofilme em relagdo a disponibilidade para as células planctonicas (vida livre), em um
mesmo ambiente. Umoutro organismo ou um nutriente, como uma particula de
matéria organica, por ex. polissacarideos podem servir de superficie. Neste caso, a
superficie da particula é substrato através da qual os micro-organismos aderidos
catabolizam seus proprios nutrientes. (MADIGAN, MARTINKO, et al., 2016)

Desse modo, as bactérias se estruturam e se organizam formando
comunidades funcionais sustentaveis em sistemas complexos de elevado grau de
organizacdo. A escassez de compostos organicos ou inorganicos essenciais para a
vida, pode ndo ser limitante para um organismo ao considerar a presenca de um
outro organismo vizinho que possa fornecer fontes nutritivas ou mesmo, consumir
produtos toxicos. O equilibrio entre a demanda e oferta dos recursos necessarios €,
entdo, propiciado pela heterogeneidade das espécies e diferentes formas de vida.

O crescimento e o0 metabolismo dos micro-organismos dependem da
disponibilidade de agua e dos nutrientes nas proximidades das superficies. Sob
condicBes favoraveis, algumas bactérias podem duplicar em numero a cada 20
minutos ou menos. Assim, uma Unica bactéria pode produzir uma massa de mais de
um milh&o de micro-organismos em menos de 7 h (SASTRI, 2015).

As bactérias podem sobreviver entre -10 > 100 oC, em ambiente acido ou
basico (pH ~0-10.5), e oxigénio dissolvido a 0 de saturacdo, a pressdo do vacuo
superior a 31MPa. A maioria das bactérias encontradas na corrosao crescem melhor
em ambientes com temperatura entre 15-45 oC e pH de 6-8 e salinidade em torno de
30% emppb (SASTRI, 2015).

Em Madiga (2016, p.603): “uma determinada espécie crescendo em um
biofilme pode ser até 1.000 vezes mais tolerante a uma substancia antimicrobiana

que as células planctonicas da mesma espécie”. Representado na figura (7).



Figura 7- Formacéo do biofilme
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Fonte: Madigan (2016)

Legenda: (a) Os biofilmes séo iniciados pela adesdo de um pequeno nimero de células que entédo
crescem e se comunicam com outras células. A matriz € formada, tornando-se mais extensa a
medida que o biofilme cresce, eventualmente liberando células.(b) Fotomicrografia de um biofilme
corado com DAPI formado em uma tubulacé@o de aco inoxidavel. Observe os canais de agua.

A tolerancia amplificada a agentes antimicrobianos quando na formacéo de
biofimes representa para a industria, a dificuldade em realizar o controle
microbiolégico. A

(GROYSMAN e STREET, 2015) como agentes bactericidas para inibir o crescimento

indastria de Petr6leo e gas geralmente utiliza biocidas

de BRS e outras espécies em biofilme que se formam em dutos, colunas de
perfuracdo, e em tanques de armazenamento.

Embora bem-sucedidas formas de vida para 0s micro-organismos, 0S
biofilmes representam um problema para a industria. Sao os principais responsaveis

pela corrosdo de materiais que funcionam como suporte e aquisicdo de nutrientes.
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Outros efeitos sao decorrentes da formacéo de biofilmes. Franca (2006 apud
MOISSAN, CURIE e GRIGNARD, 2006) dispde que “danos em equipamentos,
entupimentos de tubulacbes e valvulas, reducdo da transferéncia de calor,
diminuicdo da velocidade de fluxo, deterioracdo de produtos em processamento e
processados”

Materiais como concretos, polimeros, materiais metalicos (MOISSAN, CURIE
e GRIGNARD, 2006), aco inoxidavel (SHENG, TING e PEHKONEN, 2007), podem
ser facilmente degradados pelos biofilmes.

Na industria do petréleo e gas, materiais como aco que formam as estruturas
de oleodutos e gasodutos, reatores, valvulas e reservatdrios de armazenamento de
combustiveis e substancia como combustiveis (gasolina, diesel, biocombustiveis), e
ainda, reservatorios sedimentares de petréleo, os proprios, petrdleo e 6leo cru,
funcionam bem como superficies para formacédo de biofilmes e ataque dos materiais
por bactérias (BREUKER, STADLER e SCHIPPERS, 2013; FLEMMING e
WINGENDER, 2010;GROYSMAN e STREET, 2015; MBADINGA, 2011).

As BRS formam o principal grupo causador de biocorrosdo na industria
associada aos biofilmes (XU, LI e GU, 2016.). A espécie Desulfovibrio desulfuricansé
umas das mais estudas na formacao de biofilmes causadores de biocorrosédo em
metais, como em tubulacdes e reatores. S4o comumente utilizadas para a avaliacéo
mecanica de novos materiais em que se busca promover a desagregacao do
biofiime na superficie. Os efeitos dessas bactérias na passividade e resisténcia a
CIM sao comumente avaliados em acos inoxidaveis. (DEC, MOSIAIEK, et al ; XU, LI
e GU, 2016).

Vale ressaltar que as BRS apresentam importante papel na degradacdo da
matéria organica e conversdo de hidrocarbonetos, acidos graxos e aromaticos,
alcoois e hidrogénio(BARTON e HAMILTON, 2007).

A depender do ponto de vista ou area de aplicacdo, as BRS atribuem
vantagens ou desvantagens para Industria do Petroleo por exercer, ora funcdo
benéfica ora maléfica. Por exemplo, quando exercem atividades distintas na
biorremediacdo e na corrosdo micro biologicamente influenciada(OLLIVIER, 2005),
respectivamente.

Em sintese, a agdo de micro-organismos na Industria de Petréleo e Gas
causa 0s seguintes eventos indesejaveis (OLLIVIER, 2005; PENNA, 2014; SASTRI,
2015):
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Corroséo Influenciada por Micro-organismos (CIM): promove a deterioracao e
fraturamento das estruturas metdlicas dos sistemas de injecdo e producao, e de
transporte de fluidos;

Souring biogénico: acidificacdo dos fluidos na rocha reservatoria e diminuicao
da qualidade do petroéleo;

Plugueamento: incrustacbes que geram obstrucdo ou tamponamento dos

pocos injetores e da formacgéao rochosa.

2.1.2 CIM e outros danos

Groysman e Street, 2015, p.58 (traducdo nossa) define a corrosdo como: “ a
reacdo entre um metal e o meio ambiente”. Alguns ambientes podem ser
exemplificados: agua, atmosfera, misturas de compostos organicos e inorganicos,
solventes, diluentes, biofilmes, 6leos e combustiveis como petroleo, gas natural e
biocombustiveis.

A corroséo pode se desenvolverpor algum dos dois mecanismos distintos:
eletrolitico e ndo eletrolitico. Nao eletrolitico € mediante a interacdo de substancias
gue nédo sao dissociaveis e ndo conduzem corrente elétrica quando dissolvidas em
agua. Enquanto que a corroséo eletrolitica ocorre com a participacao de eletrdlito, ou
seja, substanciasdissociaveis em ions na presenca de agua e com capacidade de
conduzir corrente elétrica (H*, Na*, Ca?*, OH-, Cl-, SO4%, Fe®*etc.) (GENTIL, 2007;
GROYSMAN e STREET, 2015). Agua do mar e a agua produzida sdo fortes
eletrdlitos devido a elevada concentracdo de sais minerais.

Os principais materiais alvos da corrosdao sdo os metalicos. Contudo,
materiais ndo metalicos como plasticos, cimento e concreto também sao passiveis
de corrosdo(PAPAVINASAM, 2013).

A CIM ou biocorrosdo € a corrosdo associada a acdo de micro-organismos
(ex. bactérias e algas cianoficeas) ou organismos bioldégicos maiores (ex. algas,
legionella, mexilhdes) que formam biofilmes sobre os materiais, conduzindo aos
efeitos prejudiciais como degradagdo ou fraturamento(OLLIVIER, 2005; SASTRI,
2015). Embora nem sempre a formacgéao de biofilme implique em efeitos significativos
da corrosdo(SASTRI, 2015).
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Existem dois tipos de biocorroséo: i) Tipo I: envolve oxidantes que nao sao
oxigénio, tais quais o sulfato e nitrato, que sdo biocatalizados por bactérias como
bactérias BRS e bactérias redutoras de nitrato (BRN), ii). Tipo Il: envolve prétons
oxidantes que sdo segregadas por microbios a exemplo das bactérias produtoras de
acido (BPA) (XU, LI e GU, 20186.).

Entre os mecanismos de processo de CIM estdo a deterioracdo de
revestimentos, despolarizacdo catédica (POPOOLA, GREMA, et al., 2013),
mineralizacdo da superficie de biofilme, producdo de biopolimeros, producédo de
substancias corrosivas, criagdo de zonas de aeracao diferencial(MOISSAN, CURIE
e GRIGNARD, 2006). Deterioracdo de querosene, diesel e 6leo cru sdo comuns pela
acao das BRS (GROYSMAN e STREET, 2015).

Algumas medidas séo utilizadas para a prevencdo e controle microbiologico
da formacéo de biofilmes e suas consequéncias, tais quais 0 uso de revestimentos
anti-foulling ou antiincrustantes toxicos, aplicacdo de biocidas. No entanto, essas
medidas, podem promover a poluicdo do meio ambiente (MOISSAN, CURIE e
GRIGNARD, 2006).

Os biocidas séo injetados, normalmente nas concentracdes variaveis 10-300
ppm dependendo do tipo de biocida, o combustivel e o objetivo (GROYSMAN e
STREET, 2015). Os biocidas sdo substancias toxicas que funcionam como veneno
para 0s micro-organismos. O efeito de biocidas depende de fatorescomo
(PAPAVINASAM, 2013, p. 400, traducédo nossa): “o grau de desareamento, 0 grau
de filtracdo, a presenca de solidos, salinidade, concentracdo de H2S, o pH,
temperatura, tempo de residéncia, fonte de agua, e outros produtos quimicos”.

Os biocidas mais utilizados sdo (GROYSMAN e STREET, 2015, p. 178,
traducdo nossa): “isotiazolona, isotiazolin, compostos de amoénio quartenarios,
organoborinanes, piridinotiona, hexahydrotriazines, imidazolcarbamate”, dentre
outros. Contudo, caso o biofilme forme uma camada muito espessa sobre a
superficie, a penetrabilidade do biocida pode ser comprometida, ndo alcangcando o
local de acao e, portanto, ndo surtindo o efeito desejado (GROYSMAN e STREET,
2015).A eficiéncia dos biocidas pode seramplificada por auxilio dos biodetergentes e
biodispersantes que favorecema quebra de agregados microbianos suspensos na

agua, disperséo dos biofilmes e penetracédo do veneno (PAPAVINASAM, 2013).
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A utilizacdo de pigging € associada a aplicacdo de biocidas para mitigacao
interna da MIC. O pigging € utilizado para remover as incrustacbes como as de
calcario e o préprio lodo (PAPAVINASAM, 2013).

O termo 'pig’ € utilizada no sector do gasoduto para representar o processo de
utilizacdo de um dispositivo chamado de "porco” (PAPAVINASAM, 2013, p. 361,
traducdo nossa). Pigging envolve orientaro fluxo do fluido a partir do ponto de
lancamento, empurrando na calha a uma velocidade controlada até o ponto de
chegada, para obter o melhor resultado sem obstrucdo nas condi¢cdes de fluxo. A
operacado € equivalente a uma raspagem mecanica realizada ocorre nas fases de
construcéo, limpeza, manutencao, inspec¢éao, reparos e reabilitacdo (PAPAVINASAM,
2013).

Outra alternativa € o0 uso de materiais mais resistentes a fixacdo de bactérias
(DEC, MOSIAIEK, et al., 2016), mas ainda ndo sdao amplamente utilizados.

PAPAVINASAM (2013)observa que o controle da corrosdo deve ser
observado internamente (corrosao interna) e externamente a infraestrutura (corrosao
externa). Segundo o autor, a mitigacdo da corrosdo interna, 0 monitoramento da
corrosdo externa, as medicbes e medidas de precaucdo, a manutengcdo de
equipamentos e estruturas, e 0 gerenciamento do processo sao fundamentais para o
controle das causas e efeitos da corroséo.

O custo global da corrosao foi avaliado em aproximadamente 4% do Produto
Nacional Bruto PNB dos paises industrializados e em cerca de 28 bilhdes de euros
para a Franca, dentre qual uma parcela de 10% dos custos estd associada a
biocorrosao (MOISSAN, CURIE e GRIGNARD, 2006).

A biocorrosdo estd entre as principais causas de vazamentos de Oleo que
gera tanto o dano ambiental quanto onera a industria em multas e perdas de
produto, além de elevar os riscos operacionais.

Estudos sobre os efeitos econémicos da corrosdo no mundo (ano de 2001)
revelaram que a corrosdo na industria compromete ao menos de 1% a 5% do
Produto Interno Bruto ao ano e no Brasil, cerca de $ 10 bilhées. A maior fracdo esta
para a industria petrolifera, culminando até mesmo na suspenséo de exploracéo de
campos de petroleo, como ocorreu em 2006 no Campo de Prudhoe, no Alasca
(MARANGON, 2001).
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O custo da corrosdo na Industria de Petrdleo e Gas nos Estados Unidos
(USA) chegou a atingir no ano de 2013, mais de $ 27 bilhdes e no mundo esse valor
excedeu a $ 60 bilhdes (PAPAVINASAM, 2013).

2.2 PETROLEO, FORMACAO E CARACTERISTICAS

A etimologia da palavra petréleo deriva do latim petra (pedra) ou oleum (6leo).
O petréleo é caracterizado por ser uma mistura complexa de compostos organicos,
gerado por processo natural, ndo sintético, durante milhdes de anos em rochas
sedimentares(THOMAS, 2001).

A Teoria Organica do Petréleo (ABBAS, 1996), mais aceita atualmente,
postula que o petréleo € de origem organica (ndo inorganica) sendo um bem
escasso limitado a pequenas reservas no mundo. Desta maneira provém da
decomposicdo dos micro-organismos como 0s planctons e outros micro-organismos
unicelulares, evidenciado pela presenca dos esteranos decorrentes da degradacao
dos esteréides encontrados nas algas. Os planctons, em ambiente anaerdbico
teriam formado sedimentos no fundo do mar que se acumulariam e sob elevadas
condicBes de temperatura e pressao sofreriam reacdo de craqueamento produzindo
0 petroleo e o0 gas, sendo esta caracterizada a primeira fase de formacao do 6éleo.

A matéria organica animal e vegetal depositada no sedimento é decomposta
por agentes fisicos e microbioldgicos, originando o petréleo. A matéria organica
composta por micro-organismos e fito plancton determina um ambiente né&o
oxidante, inibidor da agua circulante e de sedimentos com baixa permeabilidade que
sob condicdes de elevada pressao e temperatura adequadas produz o 6leo liquido.
(OLLIVIER, 2005; THOMAS, 2001; TISSOT e WELTE, 2013,1984)

Dois estagios evolutivos, um primario e outro secundario, determinam a
formacao quimica do petroleo: a) Diagénese- producdo de querogéneo em variagdes
baixas de temperatura (aproximadamente, 65°C) e pressdo, a partir da acdo
bacteriana sobre a matéria organica e minerais depositados em ambientes
subaquaticos e de alta porosidade. (THOMAS, 2001; TISSOT e WELTE,
2013,1984). b) Catagénese, termo proposto por Vassoevich, 1957 - formacédo de

hidrocarbonetos liquidos e gas a partir da quebra de moléculas de querogéneo sob o
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incremento da temperatura (165 ° C) (THOMAS, 2001; TISSOT e WELTE,
2013,1984).

O petréleo gerado em uma rocha geradora migra através das porosidades
das rochas sedimentares. A migracdo pode ser limitada por meio de armadilhas
geoldgicas provocando o acumulo do 6leo em rochas ditas reservatorias. As rochas-
reservatérios permeaveis, em geral, arenitos e calcarenitos e impermeaveis,
folhelhos e carbonatos, possuem poros por onde o oleo flui (THOMAS, 2001). Na
formacdo, juntamente com 0leo cru, encontra-se mais dois fluidos: a 4gua e o gas
natural.

Na natureza, nas rochas reservatorias, em presenca de 4gua e auséncia de
oxigénio, os alcanos sado produzidos por processo lento (milhdes de anos) de
decomposicdo de matéria organica, de origem animal e vegetal. Por um processo de
conversdo do petrdleo denominado de pirélise, os alcanos de cadeia longa sob
condicdo de elevada temperatura podem se romper formando mistura de varios
alcanos e alcenos (VOLLHARDT e SCHORE, 2004).

As propriedades e composi¢cdo quimica Sao variaveis entre 0s reservatorios.
Assim, o petréleo é classificado de acordo com 0s seus constituintes que variam
com a rocha-mde ao qual foi originado (THOMAS, 2001; TISSOT e WELTE,
2013,1984).

A composicao quimica elementar do 6leo cru inclui os seguintes percentuais
de peso: “carbono (80 a 90% em peso), hidrogénio (10 a 15%), enxofre (até 5%),
oxigénio (até 4%), nitrogénio (até 2%) e tracos de outros elementos (ex: niquel,
vanadio, etc.)”. A queima dos alcanos presentes constitui principal fonte de energia e
matéria-prima para a industria petroguimica.

O petréleo é uma substancia oleosa como fracao liquida e gas natural como
fracdo gasosa, de densidade inferior a da &gua, inflamavel. Apresenta
caracteristicas organolépticas de cheiro caracteristico e cor que varia na escala
negro a castanho (THOMAS, 2001). Pode ser encontrado nos estados soélido (xisto,
asfalto, betumem), liquido e gasoso (nas condi¢cdes normais de temperatura e
pressdo). A composicdo quimica € uma mistura de compostos organicos, 0s
hidrocarbonetos e de compostos organicos ricos em heteroatomos (nao-
hidrocarbonetos) (TISSOT e WELTE, 2013,1984;PGT, 2013)

Este combustivel fossil € um grande reservatério de material organico através

do qual € possivel obter diversos outros compostos organicos: acidos carboxilicos,
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alcoois e compostos aromaticos. Amplamente utilizados em diversos ramos da
industria, combustiveis, textil, plasticos e outros polimeros. Sobretudo, constitu-se
em fonte de energia , considerada ndo renovavel e fonte (MORRISON e BOYD,
1994).

No géas natural que acompanha o petréleo ha abundancia dos alcanos de
cadeia leve, ou seja, baixo peso molecular (metano, etano, propano,
butano)(VOLLHARDT e SCHORE, 2004; THOMAS, 2001).

Hidrocarbonetos sdo compostos organicos que cotem apenas os elementos
carbono e hidrogénio na constituicdo da molécula (CxHy). Este grande grupo esta
subdividido em dois outros: alifaticos e aromaticos. Os compostos alifaticos
subdividem-se em alcanos, alcenos, alcinos e aliciclicos (homélogos
ciclicos)(MORRISON e BOYD, 1994). A classificagdo dos hidrocarbonetos esta
apresentada na figura (8).

Os hidrocarbonetos que constituem o petréleo podem ser saturados (alcanos
ou parafinas), insaturados (olefinas) ou aromaticos (arenos) e sdo atributos variaveis
das caracteristicas fisico-quimicas do petr6leo(THOMAS, 2001).

O fracionamento por destilacdo do 6leo cru produz uma variedade de
produtos finais (querosene, gasolina, diesel, lubrificantes, agrotéxicos) conforme sua
composi¢cdo em hidrocarbonetos(THOMAS, 2001) ( figura 8). Todavia, a aplicacao
comercial das fracbes depende essencialmente da volatilidade e viscosidade,
independentemente da fracdo ser pura ou mistura complexa (MORRISON e BOYD,
1994).

Os principais componentes do petréleo sdo os hidrocarbonetos saturados,
hidrocarbonetos aromaticos, as resinas, os asfaltenos e naftenos. No gas natural,
sdo abundantes os alcanos formados por um a seis carbonos (metano a hexano)
(MORRISON e BOYD, 1994; THOMAS, 2001).

Os hidrocarbonetos podem reagir com halogénios e outros compostos
inorganicos produzindo nao-hidrocarbonetos. Nao hidrocarbonetos sdo compostos
classificados como sulfurados (enxofre), nitrogenados (nitrogénio), oxigenados
(oxigénio) e metalicos (metais). As resinas ou asfaltenos sdo compostos aromaticos
de cadeia longa halogénicos_ compostos organicos de elevada relacéo
carbono/hidrogénio com presenca de enxofre, nitrogénio e oxigénio) (THOMAS,
2001).
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Os alcanos ou parafinas compdem os hidrocarbonetos mais simples,
ausentes de grupos funcionais, relativamente apolares e de baixa reatividade. O
composto de menor peso molecular deste grupo é o metano (CH4)(VOLLHARDT e
SCHORE, 2004). As moléculas da mistura de alcanos do petrdleo podem conter de
1 a 40 a&tomos de carbono (MORRISON e BOYD, 1994).

Figura 8 - Arvore de Classifica¢do dos hidrocarbonetos.
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Fonte: Modificado de Morrison e Boyd, 1994

O metano (CHs4), um dos alcanos produtos finais da decomposicéo
anaerodbica das plantas e algas, pode constituir até 97% do gas natural (MORRISON
e BOYD, 1994). A reacdo de oxidacdo do metano € a determinante para uso como
combustivel. A combustdo do metano produz agua e diéxido de carbono, no entanto
seu maior valor estd na geracdo de calor (calor de combustdo de 891 kJ)
(MORRISON e BOYD, 1994). A oxidacao parcial do metano proveniente do petréleo
sintetiza o acetileno. O acetileno possui alto valor agregado para a industria devido a
ser ponto de partida para formacdo de matéria prima para a fabricacdo de polimeros
(MORRISON e BOYD, 1994).

6 CHa+ O1500°C ——  2HC=CH + 2CO + 10H2 (2.4)
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Devido a necessidade de atender a elevada demanda de combustiveis de
baixo peso molecular como 6éleos, querosene e gasolina, a inddstria utiliza o
processo sintético de producdo dos hidrocarbonetos leves. O craqueamento € a
técnica de quebra de alcanos em fragmentos menores através da pirélise
(VOLLHARDT e SCHORE, 2004). Ver quadro (1).

Outros dois processos como a isomerizacao catalitica e reformacao cataliticas
sao transformacfes das fracbes em outros constituintes quimicos (MORRISON e
BOYD, 1994) empregados pela industria petroquimica. No primeiro, transforma-se
alcanos de cadeia continua em alcanos de cadeia ramificada. No segundo, sintetiza-
se hidrocarbonetos aromaticos a partir de alcanos e ciclo-alcanos (MORRISON e
BOYD, 1994).

Quadro 1 - Constituintes do Petroleo e suas aplicagdes.

Fracao Temperatura de NUmeros de Aplicacado
Destilacéo Atomosde Carbono comercial
Gas < 20° C+C2 Combustivel
Eter de petrdleo 20-60° Cs—Cs Combustivel
Ligroina (nafta leve) 60-100° Ce—Cr Solventes
Gasolina natural 40-205° Cs—Cio e Motores
cicloalcanos de combustdo
Petréleo de iluminagao 175-325° Ci12Cise aromaticos Motores a
(Ceroseno) jato e tratores/
de aquecimento
Gasoleo < 275° Ci2 e mais altos Motores Diesel/
de aquecimento
Oleo de lubrificagéo Liquidos Cadeias mistas Parafina sélida
nao volateis e preparacao
de vaselina
Asfalto Soélidos nédo Estruturas Impermeabilizacao
volateis policiclicas

Fonte:Modificado de Morrison, 1994
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2.3 CICLO DAS BRS NA INDUSTRIA DO PETROLEO E GAS

2.3.1 Processo e impactos da CIM motivadas por BRS

O processo da CIM causada por BRS na Industria do petréleo ocorre em
verdadeiro ciclo produtivo em que 0s mecanismos de controle, prevencdo e
monitoramento estdo regulados por normas especificas e devem satisfazer as
especificacdes de qualidade de produto final e mitigacdo dos impactos gerados. Os
impactos causados pela Biocorrosdo perpassam 0s riscos ambientais, operacionais
e ocupacionais implicando em efeitos econdmicos sobre a industria.

Na industria do Petrdleo e Gas, as BRS podem ser consideradas indigenas,
ou seja, oriundas da formacdo de reservatérios de Oleo. Mas ainda, existem
divergéncias cientificas diante da dificuldade em promover a amostragem estéril do
fluido, livre de contaminacfes (OLLIVIER, 2005).

No entanto, € pacificado que as BRS podem ser transportadas aos
reservatorios de petroleo pelas dguas dos oceanos no processo de injecao de agua
para recuperacao de pocos petroliferos.

A agua de formacao do reservatério e a agua de injecdo formam a agua
produzida. A 4gua de producdo dever ser tratada para descarte em oceano
(plataformas off-shore) ou reinjetadas em processo de recuperacdo secundaria do
petréleo (PRSP) (plataformas terrestres) (ALMEIDA, ALMEIDA, et al.,, 2006;
VIGNERON, ALSOP, et al., 2016).

O PRSP por injecdo ou reinjecdo de agua € utilizado para pressurizar o
reservatorio, visando elevar a pressdo para aumento do rendimento. Este
procedimento € uma causa importante para a producdo de acido,geracao de gas
sulfidrico (H2S) por BRS, denominado na industria de processo de acidulagéo
biogénica (acid-foulling) (PENNA, 2014). Se a 4gua do oceano ou de outras fontes
que contém sulfato for introduzida, hd a reducdo de SOas2?em HS'mediadas por
micro-organismos redutores de sulfato que oxidam 0s compostos organicos
(doadores de elétrons) do 6leo cru(OUTI PRIHA ; POPOOLA; SHERRY, GRAY, et
al., 2013).

No processo PRSP, um agravante para a formacao de biofilme associada aos

anaerobios é a remocao do oxigénio da agua injetada para controlar outros tipos de
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corrosdo que termina fornecendo um ambiente propicio para o crescimento de BRS
(SHERRY, GRAY, et al., 2013).

Oacido biogénico (H2S), por sua vez, pode reagir com superficies metalicas
(ex. Ferro (Fe)) das linhas de transmissdo de gases, insumos e produtos finais. A
consequente degradacdo desses materiais pode causar rupturas ou vazamentos em
oleodutos com elevado risco de explosées (POPOOLA, GREMA, et al., 2013). Os
vazamentos de gas sulfidrico sdo criticos para a Industria devido ao elevado grau de

toxicidade e letalidade.

Fe + H2S + H20 — FeS + 2H* H20 (2.5)

A despolarizacdo catédica é descrita como o principal mecanismo de acgao
das BRS em superficies metalicas como o aco(BARTON e HAMILTON, 2007). No
processo de degradacdo do aco ha uma demanda de Hz que é removido pelas BRS
por mediacdo de enzimas potencializando a corrosdo, resultando em varios pontos
de corrosdo, denominados de pites (pitting) (JAVAHERDASHTI, 2011; POPOOLA,
2013), ver figura (10).

As seguintes reacdes definem a acdo corrosiva das BRS sobre os
materiais(GROYSMAN e STREET, 2015):

4Fe —>  4Fe® + 8¢’ (2.6)

8H*+8 — 8H* (2.7)

S04 +8H'SZ +—  4H20 (2.8)

Fe2*+S2 —  FeS (2.9)
Fe2*+2(OH)- —  Fe (OH): (2.10)
2H*+S2 = HS (2.11)

A acumulacdo de material biolégico associado com depdsitos de sais
minerais, como osresiduos excretados pelos biofiimes em que fazem parte as BRS,
geram incrustagdes nas superficies de materiais, exemplificado na figura (9). A
bioincrustacdomicrobios ou microfouling (DOBRETSOV, WILLIAMS e THOMASON,
2014) provoca consequéncias graves para a produc¢do industrial, tais quais:corroséo,
entupimentos de tubulagdes, obstru¢cées e tamponamentos dos pogos injetores e o

plugueamento (formacao rochosa) (PENNA, 2014), fig. (10).
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Figura 9 - Biocorrosao provocada por BRS

Fonte: Adaptado de GROYSMAN e STREET, 2015, p.84
A) BRS formado em permutador de calor (4 anos). B) Parte inferior do aco de carbono do tanque de

armazenamento acima do solo de petréleo bruto corroido ap6s 18 anos de servigo como resultado da
atividade SRB

Figura 10 - Demonstrando corroséo provocada por MIC
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Fonte: Imagens retiradas do Google images

Tipos: fig. a) Corroséo tipo Pitting, b) MIC, Bioincrustacdo em linhas de producdo d) Biofilme com
formacédo de microfouling

Na Petrobrds, a presenca de microrganismos, a demanda de oxigénio e

sélidos em suspensdo que se apresentam relacionados a fendmenos de corroséao,
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de plugueamento e de geracdo biogénica de H2S sédo considerados “fatores
determinantes na qualidade do fluido de injecdo” (PENNA, 2014).

2.3.2 Custos diretos e indiretos

Os custos com a CIM podem ser diretos, como na degradacdo do 6leo e
acidificacdo que ao diminuir a qualidade do 6leo conduz ao menor valor do barril.
Bem como, indiretos, envolvendo os gastos com reposicéo de materiais, ferramentas
de controle, monitoramento, perdas em rendimento da producao, além de prejuizos
com multas e indeniza¢cdes ambientais, entre outras.

Segundo, SASTRI, 2015, por exemplo, “os custos diretos e indiretos para a
economia da Industria de Petréleo e gas dos EUA foram estimados em quase $ 300
bilhdes por ano”. Estimou-se que a cada 100 bilhdes de délaresde gastos na
industria por ano (em 1978), 20% eram referentes ao desgaste de materiais e80%
para a corrosdo durante o mesmo periodo.

Estudos recentes (PAPAVINASAM; POPOOLA et al., 2013), estimou 0 custo
de $ 4,0 bilhdes com as despesas de capital anual do setor da producéo de petréleo
e gas em terra nos EUA. O custo direto com o controle da corrosdo consome 8%($
320 milhdes). Ao menos 76% ($ 1,372 bilhdes) das despesas de funcionamento
anual, nesse mesmo setor e pais, € diretamente relacionada ao controle de
corrosdo. O controle da corrosédo em unidades de fundo de pog¢o consome cerca de
$ 589.000.000 e US $ 463 milhdes em unidades de superficie e cada falha tubular
onshore no fundo do poco consome $ 3.000 de custo direto, ressaltando que 30%
destas falhas sdo causadas pela corroséo.

Dos custos totais com a corrosdo na industria, a CIM representa 20% dos
gastos (JAVAHERDASHTI, 2011) e em média 20% dos gastos totaisna industria
para prevencéo da corroséo sao destinados ao uso de inibidores, enquanto 80% sé&o
voltados para materiais resistentes a corrosdo (SASTRI, 2015).

No Brasil, os efeitos econémicos da corrosdao comprometem entre 1% a 5%
do Produto Interno Bruto (PIB) anual e custo direto com a corrosdo em torno de 3,5
% PIB Brasileiro(MARANGON, 2001).
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Os acidentes causados por corrosdao em geral repercutem nos ambitos
econdmicos, sociais e juridicos, implicando em multas elevadas.Alguns dos
principais acidentes no Brasil envolvendo a Industria Petroquimica tiveram como
causa a corrosao.

Na década de oitenta, dois acidentes por motivos de corrosdo contaminaram
com Oleo e outro com combustivel, um importante manancial em S&o Paulo, a
Represa Billings. O rompimento de uma linha de transporte de gasolina, interligacao
da Refinaria Presidente Bernardes, em Cubatdo (RPBC) ao Terminal de Utinga, em
Séo Caetano do Sul, causou o vazamento do combustivel (GOVERNO DO ESTADO
DE SAO PAULO, 2016).

Em torno de dez anos depois, vazamentos do oleoduto do Sistema OSVAT,
Refinaria do Vale do Paraiba (REVAP) provocou uma extensa contaminacdo de
zonas fluviais derramando ao todo de 2200m? de 6leo (GOVERNO DO ESTADO DE
SAO PAULO, 2016).

Areas como Mata Atlantica, comunidade locais na regido de Tamboré e o Rio
Tieté foram amplamente prejudicados por contaminacdo de Oleo combustivel
causados por corrosédo nos Sistemas OSSP (ano de 2000) e OPASA (ano de 2001),
respectivamente. Em Tamboré, o impacto social afetou moradores que tiveram suas
casas interditadas(GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO, 2016).

Grande impacto sécio econdmico e ambiental foi devido a corrosdo de
oleoduto dentro de Unidade de Conservacdo Ambiental, &rea do Parque Estadual da
Serra do Mar (ano de 2004), acarretando em afloramento de petroleo e
contaminacdo do rio Guaeca na regidao da Praia de Guaeca, em Sao Sebastido e
areas de preservacdo permanente da Mata Atlantica e Mata Ciliar (GOVERNO DO
ESTADO DE SAO PAULO, 2016).

Estudo de caso de 64 incidentes/acidentes em Plataformas de Petroleo da
Bacia de Campos, Rio de Janeiro Brasil, sobre as possiveis causas imediatas de
acidentes de trabalho reportou que 86% dos casos analisados estavam
relacionadasas falhas de componentes e corroséao (16%) (FREITAS, SOUZA, et al.,
2001).

De acordo com POPOOLA ( 2013, traducdo nossa) “custos atribuidos aos
danos de corrosao de todos os tipos foram estimados para ser da ordem de 3% a
5% de produto nacional bruto dos paises industrializados.” Refletidos em $ 10

bilhdes em perdas de redimento e tratamentos ao ano.
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Papavinasam(2013) alerta que para as companhias de infraestrutura de
Petroleo e Gas had a necessidade urgente de reducdo dos custos inerentes a

COrrosao.

2.3.3 Prevencéo e controle

As causas e efeitos da acdo de BRS podem ser mitigados através de
ferramentas de monitoramento e inspec¢do. Na atualidade, o controle da CIM ainda é
critico e carente de maior atencdo. Os riscos operacionais diretamente ligados a
estrutura de producéo e exploracdo geram perdas em reparos e trocas de colunas
de perfuracdo e linhas de veiculagdo. Os riscos ocupacionais (aos trabalhadores)
estdo intimamente conectados aos operacionais devido a periculosidade justificada
pelas manobras de operacéo, toxicidade do gas sulfidrico e explosées. Vazamentos
de gases e derrames de petréleo afetam a comunidade por atingir gravemente a
fauna e flora marinhos, contaminacédo da agua e atmosfera e desequilibrio ecologico
figura (11).

O combate a corrosdo por uso de inibidores € amplamente empregado nas
indUstrias de Petrdleo e gas. Substancias como nitratos, nitritos, molibdatos,
antraquinonas (ALMEIDA, 2006; POPOOLA, 2013;) e carbonatos (LIENGEN, 2014)
reduzem a atividade das BRS por acdo competitiva ou por formacédo de filme
protetor na superficie de materiais impedindo o ataque por bactérias e formacéo de
biofilme.

Apesar dos esforcos destinados para atenuar os efeitos indesejaveis, a
aplicacdo de inibidores de corrosdo, biocidas oxidantes e nao oxidantes e
oxigenacao da agua de producéo, nao sao suficientes e eficazes.

Os biocidas e seus metabdlitos sédo inconvenientes devido a susceptivel
contaminagcdo da &agua de producdo (OLLIVIER, 2005) e pelo potencial de
ecotoxicidade (GROYSMAN e STREET, 2015).

Sobre a atuacéo da Industria de Petroleo e Gas nos impactos gerados pela
corrosdo, Papavinasam (2013) afirma que ha forte empenho para o alcance da
“falha-zero”. Em consonancia com o autor, alguns elementos-chave sé&o

imprescindiveis para granjear a “falha-zero” no tocante a corroséo e compreende:
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VPrecisdo na avaliacdo dos riscos de corros&o,

VImplementagdo de métodos de melhor custo/beneficio para controlar a
corroséao,

\ Controle exato da taxa de corrosdo em vérias etapas da infraestrutura,

v Manutencéo de estratégias de controle de corrosdo para toda a duracdo da
infraestrutura,

\ Integracéo de boas préticas da indistria e padres de gestdo de corrosio

\Tratamento de infraestrutura de petréleo e gas, como um sistema de modo a
evitar os impactos de um programa de gestdo de corrosdo do segmento em outro

segmento.

2.3.4 Regulacdo ambiental para controle de aguas

No ambito juridico, a Industria de Petrdleo e Gas deve realizar a Gestéo
Ambiental da agua produzida (PNRH) relacionada a atividade de Exploracdo de
Recursos Hidricos mediante critérios estabelecidos em normas legais, resolucdes e
a Leis Federais que visam o uso responsavel e sustentavel das aguas subterraneas.
Quadro (2).

O art. 10, Resolugdo n® 393/07 do CONAMA determina a obrigacdo das
operadoras de plataformas de fazer o monitoramento semestral da agua produzida a
ser descartada para a identificacdo da presenca de concentracdo de compostos
contaminantes. Desse dispositivo legal, ressalva-se o inciso V que trata do
parametro de “toxicidade crbnica da agua produzida determinada através do método
ecotoxicolégico padronizado com organismos marinhos”.

Substancias como polifosfatos, sulfetos (H2S) e ferro dissolvido, entre outros
compostos inorganicos e organicos, muitos dos quais presentes em Oleo cru,
petrdleo, inibidores e biocidas tém seus limites especificados na resolucdo CONAMA
357/05.

A Lei Federal n.° 9.966/00 difere os principios basicos a serem obedecidosem
portos organizados, instalacbes portuarias, plataformas e navios em &aguas sob
jurisdicdo nacional para a movimentacdo de 6leo e outras substancias nocivas ou

perigosas. Maior énfase pode ser dada aos capitulos IV e V.
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O capitulo IV dispbe sobre a descarga de Oleo, substancias nocivas ou
perigosas e lixo, estabelecendo proibicbes sobre descarga de sustancia nocivas
poluentes. A lei tem valor punitivo uma vez que determina as infracbes e sancdes
(Capitulo V), atribuindo multas, suspensao, retencao e responsabilidades. Como por
exemplo, a punigdo com pena de multa para o descumprimento do art.22. A saber,
Art. 22.

Qualquer incidente ocorrido em portos organizados, instalacdes portuarias,
dutos, navios, plataformas e suas instalacdes de apoio, que possa provocar
poluicdo das aguas sob jurisdicdo nacional, devera ser imediatamente
comunicado ao 6rgdo ambiental competente, a Capitania dos Portos e ao
orgédo regulador da industria do petréleo, independentemente das medidas
tomadas para seu controle.

Quadro 2 - Cenéario Nacional de leis e resolucdes relacionadas a atividade de
exploracdo dos recursos hidricos.

Leis e Resolucbes Especificacbes

Lei n.° Institui a Politica Nacional de Recursos Hidricos, cria o Sistema
9.433/97 Nacional de Gerenciamento de Recursos Hidricos, regulamenta o
inciso XIX do art. 21 da Constituicdo Federal, e altera o art. 1° da Lei
n° 8.001, de 13 de marco de 1990, que modificou a Lei n° 7.990, de
28 de dezembro de 1989.
ein.° Dispde sobre a prevencao, o controle e a fiscalizacdo da poluigdo
9.966/00 causada por langamento de 6leo e outras substancias nocivas ou
perigosas em aguas sob jurisdicdo nacional e da outras providéncias.
RESOLUCOES Res 15/01 Estabelece diretrizes gerais para a gestdo de aguas subterraneas.
DO CNRH  Res.22/02 Estabelece diretrizes complementares para a elabora¢éo dos Planos
de Recursos Hidricos.
Res. 20/86  |Resolve estabelecer a classificacdo das aguas, doces, salobras e
salinas do Territério Nacional
Res. 357/05 |Dispde sobre a classificagdo dos corpos de agua e diretrizes
ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as

LEIS FEDERAIS 3

RESOLUCOES condicdes e padrdes de langamento de efluentes, e da outras
providéncias.
DO Res. 393/07 Complementa a Resolugdo CONAMA no 357/05 (art. 43, § 40).

Dispde sobre o descarte continuo de agua de processo ou de
producdo em plataformas maritimas de petréleo e gas natural, e da
outras providéncias.

Res. 396/08 |Dispde sobre a classificacéo e diretrizes ambientais para o
enquadramento das aguas subterraneas e da outras providéncias.

Res. 430/11 |Dispde sobre as condicdes e padrées de langamento de efluentes,
complementa e altera a Resoluc¢édo no 357, de 17 de marco de 2005,
do Conselho Nacional do Meio Ambiente-CONAMA.

CONAMA

Fonte: O Autor 2016
Destaque para as resolu¢cdes do CONAMA 357/05 e 393/07 e para a Lei Federal n.° 9.966/00 64
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Figura 11 - Diagrama representando o ciclo das BRS na industria producéo do
Petréleo e Gas
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Fonte: Préprio autor.Google Images

As BRS presentes na formagdo, em aguas de injecdo e agua produzida podem retornar a sua origem
(reservatdrio ou oceano). Durante o processo operacional podem ser transportadas para as linhas de
transmissdo causando corrosdo, plugueamento e elevando os niveis de gas sulfidrico. Os impactos
causados sdo ambientais, operacionais e ocupacionais. Todo o sistema de controle depende de
inspecdo e monitoramentos. O uso de biocidas € comum, mas nem sempre resolvem os problemas
causados pelas BRS e sdo ecotdxicos. Leis e ResolugBes regulamentam o uso Racional dos
Recursos Hidricos, atribuindo obrigacdes ao Setor de Petrdleo e Gas. Por fim, a qualidade da agua
deve ser garantida para despejo ou reinje¢do sob pena de san¢gfes como multas diarias e suspensao.
Os sistemas de medigdo e controle da CIM devem garantir a eficiéncia e eficicia focando a reducao
do custo e do tempo desprendido. Nesse ciclo cada etapa esta relacionada com as causas e efeitos

promovidos pela formacdo de biofilmes nas quais fazem parte as BRS. Autoria prépria. Fonte:
Diagrama.

Como observado, as estratégias de controle da CIM atendem a normas legais
e nao sdo adotadas de forma discricionaria. Pois estdo pautadas em técnicas de
inspecdo e monitoramento da agua produzida, 6leo cru e controle da qualidade do
produto final.

Testes laboratoriais sdo aplicados para avaliar a quantidade de micro-
organismos maléficos. A caracterizacdo de biofilmes e a correta identificacdo de

espécies bacterianas sdo fundamentais para a escolha assertiva das estratégias de
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controle microbiolégico. Parédmetros da qualidade da &gua produzida sé&o
constantemente monitorados, por ex. a demanda quimica de oxigénio (DQO) e a
demanda biolégica de oxigénio (DBO) que estdo relacionadoscom a acédo de
bactérias_alta quantidade de anaerdbios pode indicar um ambiente andxico ou

quase anoxico indesejavel.

2.3.5 Métodos de analise de biofilmes e BRS

Os métodos para quantificacdo, visualizagao, classificacdo ou identificacdo de
micro-organismos dividem-se em duas categorias: 0s métodos dependentes de
cultivo e os métodos independentes de cultivo (TORTORA, FUNKE e CASE, 2012).

Os métodos dependentes de cultivo podem ser classicos de técnicas manuais
ou instrumentais, automatizados ou ndo automatizados. Algumas técnicas manuais
contemplam os testes reativos—bioquimicos, os testes de coloracdo de gram, o0s
testes de antibiogramas. Os instrumentais podem ser de microscopia e os de
contagem, como o NMP.

No entanto, os métodos destinados ao estudo da evolugdo dos micro-
organismos em comunidade sdo modernos e estdo alicercados no binémio
biodiversidade e atividade microbiana (MADIGAN, MARTINKO, et al., 2016) em que
buscam analisar os micro-organismos em seu habitat como em biofilmes e
biofouling.

Os métodos moleculares surgem como alternativas aguelas dependentes de
cultivo para quantificacdo e identificacdo de micrébios em consoércios microbianos.
As mais utilizadas para esta finalidade sdo a hibridizacdo por fluorescéncia FISH
(hibridizacéo fluorescente in situ) e gPCR (Reacao em cadeia Polimerase em Tempo
Real) (DOBRETSOV, WILLIAMS e THOMASON, 2014).

Em geral, quatro modelos classificam os testes microbioldgicos: i) testes
bioquimicos classicos ou instrumentais, i) ensaios baseados na deteccéo,
quantificacdo e caracterizagdo dos anticorpos, iii) analise genbmica e iv)
analisesespectrais (GENUER et al., 2016).
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2.3.5.1 Testes bioquimicos classicos manuais ou instrumentais

Embora de menor custo laboratorial, dependem de muitas etapas de
bancada, sdo passiveis de muitos erros e muitofadigosos. Além disso, solicitam
muito tempo de cultura em média de trés a 15 dias, inerente a espécie em pesquisa.
Mas bactérias como BRS dependem entre 15 a 28 dias de crescimento.

Nos laboratérios brasileiros, a identificacdo da presenca de BRS em amostras
de 4guas e outros materiais, hormalmente é realizado pela metodologia do nimero
mais provavel para (NMP). Esta técnica é regulamentada pela RDC da Anvisa n°® 12
e determina a presenca e quantificade BRS de forma indireta (avalia a concentracéo
de H2S).

A fim de analisar as BRS os fluidos de reservatérios e controle da CIM, a
metodologia por NMP é ineficiente, pois apresenta resultados tardios em 28 dias e
n&o identifica as espécies. E ineficaz porque é de facil erro de interpretacéo e traduz
resultados falsos negativos (PENNA, 2014).

Além de ser laborioso, dependendo de vérias etapas de diluicdo e isolamento
(PENNA, 2014; PETROBRAS/CENPES/PDEDS/BTA , 2008).

As técnicas de enriquecimento e isolamento sao insuficientes para uma
avaliacdo completa do ambiente microbiano. Ambas servem para comprovar a
presenca de determinado organismos no ambiente, mas ndo podem predizer a
inexisténcia de um organismo no mesmo ambiente, e podem informar sobre a
abundéncia e importancia do micro-organismo em seu habitat (MADIGAN,
MARTINKO, et al., 2016).

A coluna de Winogradsky é uma técnica de producao artificial de proliferacéao
de bactérias mimetizando o meio ambiente natural a partir do enriqguecimento. O
enriquecimento da cultura com nutrientes utilizados determina quais micro-
organismos irdo se desenvolver. A coluna é um cilindro de vidro preenchido em 50%
da sua extensdo com lodo orgéanico, podendo conter sulfeto, suplementados com
carbonato de célcio e carbonato de sulfato, aléem de substratos organicos. Esta
técnica é utilizada para o isolamento de bactérias, bactérias redutoras de sulfato,
purpuras e verdes fototréficas eoutros organismos anaerdbios (MADIGAN,

MARTINKO, et al., 2016). Aplicada para deteccdo de BRS, essa técnica analisa o
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teor sulfetogénicos que pode ser visualizado através da pigmentacdo com azul de
metileno (CARVALHO, CEDRAZ e DOS SANTOS, 2010).

2.3.5.2 Deteccéo, quantificacdo e caracterizagcdo com anticorpos

Baseiam-se na caracteristica de especificidade nas respostas dos anticorpos.
Esse método € molecular e as técnicas mais utilizadas apesar de automatizadas
dependem de marcadores imunolégicos, instrumentos sofisticados e sdo altamente
dependentes de Kits de ensaios. Os kits de ensaio variam conforme a técnica e séo,
geralmente, comercializados em sistemas restritos ao fabricante do instrumento
automatizado. Desvantagens relacionadas aos kits € a facilidade de degradacao
com exposicao a luz solar ou a elevadas temperaturas.

Os ensaios imunoenzimaticos como o enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) baseiam nas reacdes entre anticorpo/anticorpo. A medida da ligacdo é
detectada quando anticorpo marcado com um cromégeno reage com a enzima
(antigeno) alterando a cor. Geralmente, sdo utilizados marcadores
antiimunoglobulinas (JR. JANEWAY, TRAVERS, et al., 2007). Necessita de matérias
como placas de elisa, kit e do instrumento de medicdo (leitora ELISA). Sao
considerados testes de alta especificidade e sensibilidade, de custo médio a alto em
comparacdo com outros métodos imunologicos, mas requer mao-de-obra
especializada e sdo susceptiveis a pequenos erros de pipetagem, variagcbes nos
tempos de incubacao e lavagens e altera¢des quimica e biolégicas nos reagentes.

A microscopia por imunofluorescéncia por sua vez, € uma técnica molecular
que detecta o anticorpo marcado (direta) ou antiimunoglobulina (indireta)por um
corante fluorescente por um cromdgeno, substancia de cor ou de luminescéncia.
(JR. JANEWAY, TRAVERS, et al., 2007) Séo testes indiretos, relativamente de custo
razoavel, mas sdo dependentes de instrumentos sofisticados, de kits analiticos,

etapas de padronizacao e calibracao.
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2.3.5.3 Técnicas moleculares baseadas na Gendmica

As técnicas moleculares baseadas na gendmica sdo amplamente utilizadas
para avaliagdo dos micro-organismos presentes em amostras ambientais.

A técnica reacado depolimeraseem cadeia (PCR, Polymerase Chain Reaction)
€ uma técnica em que pequenos segmentos de DNA podem ser rapidamente
amplificados em milhdes de outros fragmentos, quantidade suficiente para viabilizar
a andlise gendmica (TORTORA, FUNKE e CASE, 2012).

Nesta técnica cada fita e DNA-alvo funciona como um molde para a
transcricdo ou sintese de novo DNA. Reagentes contendo quatro nucleotideos,
DNA-polimerase e os fragmentos de DNA (primers) complementares sao
adicionados ao analito obtido da amostra dando partida a sintese de novo DNA.

A analise por PCR é dependente de Kits reagentes contendo os primers ou
iniciadores de cadeia. Um termociclador é necessario para realizar os ajustes de
tempo, numero de ciclos e temperatura. Todos esses parametros sdo fundamentais
para que a amplificagdo seja bem-sucedida. O uso de uma enzima, DNA-
polimerase, proveniente de uma espécie bacterianatermofilicasThermus aquaticus
(resistente a variacao de temperatura) permite o uso de termociclador automatizado
(TORTORA, FUNKE e CASE, 2012).

Um avanco dessa técnica foi a adicdo de marcadores moleculares
fluorescentes permitindo a andalise dos niveis de fluorescéncia a cada ciclo,
designando, assim, de PCR em tempo real(TORTORA, FUNKE e CASE, 2012).

A visualizac&o ou leitura do DNA é realizado a partir de uma outra técnica,
eletroforese, geralmente, em gel. O tempo de andlise total varia entre duas a quatro
horas(TORTORA, FUNKE e CASE, 2012). Resultados obtidos por PCR retratam
valores normalmente mais elevados quando comparados com métodos classicos e
de cultura. Uma explicacdo € a identificagdo de células mortas e vivas, e nao
somente vivas(GROPOSO, MIGUELETI, et al., 2014).

PCR, no entanto, ndo constitui um meétodo de identificacdo. Mas, € uma
ferramenta importante para todos os procedimentos de identificacdo que demandam
amplificacdo de cadeia. Por outro lado, devido ao necessario acoplamento com o0s
primers, especificos e 0 uso associado a leitura em eletroforese, € viavel a aplicacao

na classificacdo de espécies e testes de confirmacdo genética. Uma limitacdo para a
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técnica é que nao é possivel amplificar 0 genoma inteiro, somente os fragmentos de
DNA(TORTORA, FUNKE e CASE, 2012).

PCR assay(CANCINO-FAURE, FISA, et al.,, 2016), tem sido aplicada para
deteccdo de bactérias anaerdbias dentre as quais as BRS. Este método de
identificacdo de bactérias é baseado na deteccdo dos genes funcionais.
Pesquisadores identificaram as espécies causadoras de corrosédo entre as culturas
obtidas de uma colecdo de micro-organismos, Desulfotomaculum sp., Desulfovibrio
sp. e Desulfobulbus spa partir de primers que codificam para as enzimas chave da
via de reducao dissimilativa de sulfato, isto €, a subunidade DSRA. (ABDULINA,
PUSISH, et al., 2016).

Outra limitacdo do método PCR em geral, tem sido a ndo distincdo de sinais
entre células mortas e vivas, conduzindo a quantificacdo de ambas.

No entanto, através de uma técnica considerada inovadora que utiliza o
corante intercalante de DNA mono-azeido de propidio (PMA) em PCR ou o corante
de ligacdo ao DNA PMA, é possivel inibir especificamente a amplificacdo de DNA a
partir de células mortas. Quantificar apenas as células vivas de bactérias viaveis em
tipos diferentes de amostras, tais como amostras alimentares, ambientais e
microbiolégicas. Embora a deteccdo e identificagcdo continuem mediante a
amplificacdo de reacdo em cadeia de polimerase fluorescente em tempo real(TIAN,
FENG, et al., 2016).

2.3.5.4 Técnicas baseadas em andlise de sinais espectrais

A tecnologia FISH (hibridizacéo fluorescente in situ) é baseada na reacédo de
hibridizacdo entre o analito (alvo de pesquisa) e uma sonda de acido nucleotideo
(oligonucleotideo de DNA ou RNA complementar a uma sequéncia de um gene ou
RNA do alvo) marcada por agentes fluorescentes (corantes filogenéticos) (MURRAY,
ROSENTHAL e PFALLER, 2015). A metodologia identifica micro-organismos que
possuem sequéncia de acidos nucleicostrechos que sdo complementares aos pré-
determinados na sonda de &cido nucleotideo.

Devido a possivel especificidade dos diferentes corantes filogenéticos

desenvolvidos € possivel a identificacdo de espécies microbianas. Contudo, a
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possibilidade de reacdo genérica com todas as células de um dominio filogenético
ndo é descartada (TORTORA, FUNKE e CASE, 2012). A técnica possui a vantagem
de poder rastrear e identificar um organismo ou um dominio a partir da amostra
natural (MADIGAN, MARTINKO, et al., 2016), permitindo a analise da abundancia do
organismo diretamente na natureza em tempo real. (DOBRETSOV, WILLIAMS e
THOMASON, 2014). O uso do FISH pode ser combinado a microscopia confocal
permitindo a analise mais profunda em biofilmes (MADIGAN, MARTINKO, et al.,
2016). Uma limitacdo esta na necessaria abundancia de sequenciamento de acido
nucleico para a expressao de sinais que possam ser visualizados por microscopia.

A tecnologia de Deposicdo Catalisada do Repérter (CARD-FISH, catalyzed
reporter deposition FISH) surge como solu¢do para a principal limitacdo do FISH
(MADIGAN, MARTINKO, et al., 2016). Nesta técnica o sinal de fluorescéncia é
amplificado por meio da substituicdo do corante fluorescente por uma enzima
peroxidase conjugada. A ativacdo da enzima ocorre dentro da célula mesmo em
concentracdes discretas de acido nucleico (MADIGAN, MARTINKO, et al., 2016).
Essa técnica é aplicada para analise filogenética e para medicdo de expressao
genética pororganismos no ambiente. As analises por FISH e CARD-FISH sé&o
independentes de cultivo e s&o realizadas diretamente no biofime (DOBRETSOV,
WILLIAMS e THOMASON, 2014).

A andlise de BRS por FISH e CARD-FISH depende de uma maior
concentracdo de sonda, devido especialmente, a grande diversidade desse grupo de
bactérias no ambiente. Ainda, a etapa de enriquecimento com nutrientes que podem
ser lactato, acetato ou hidrogéniondo € dispensada (GITTEL, MUBMANN, et al.,
2008).

De Jesus Santos, Batista e Torres(2010) identificaram a populacdo de
eurobacterias (98%) em amostras de agua de producao de campo petrolifero, dentre
as quais 61% foi relacionada a BRS. O género Desulfovibrio foi predominante na
filogenia.

A abundéancia e identificagdo de BRS de diferentes camadas de profundidade
em sedimento profundo no Mar de Wadden, Alemanha, foi determinada por técnica
de enriguecimento com lactato, acetato ou hidrogénio e CARD-FISH. BRS
pertencentes ao Desulfobulbaceae, Desulfobacteraceae, Firmicutes foram
detectadas entre 0,5 a4 m de profundidade. Também foi possivel a identificacdo de

isolados de BRS, 'Desulfobacterium corrodens' (95-97%) e quatro isolados como
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membros de Desulfobacteraceae, estando relacionada a qualquer Desulfobacter
psychrotolerans (98%) ou Desulfobacula phenolica (95-97%) (GITTEL, MUBMANN,
et al., 2008).

Outro método, a cromatografia liquida de alta definicdo foi recém aplicada por
Outhi Phria et al., 2013 para detectar a presenca de bactérias em amostras de 6leo
e agua contaminadas de pocos de petroleo sendo possivel a identificacdo de
géneros  Desulfovibrio, Desulfococcus, Desulfomicrobium,  Desulfobulbus,
Desulfotignum, Desulfonatronovibrio e Desulfonaticus, porém consiste em método
de elevado custo para a rotina laboratorial.

Outras técnicas sdo aplicadas para visualizacdo e identificacdo de diferentes
grupos microbioldgicos em biofilmes, como a Laser Scanning Confocal Microscopy
(LSCM).

Estudos em uma indastria de Petrdleo e Géas foram desenvolvidos a fim de
implementar as tecnologias FISH e PCR — tempo real para identificacdo de BRS em
amostras provenientes de diferentes pocos de petrdleo na medida em que os testes
apresentam resultados mais rapidos (1 a 3 dias) se comparados com a técnica NMP.
Os resultados apontaram para a viabilidade de aplicacdo de ambas metodologias
para o monitoramento microbiolégico de campo na Companhia. Ndo obstante, os
parametros de cada técnica serem padronizados de acordo com os tipos de
amostras (GROPOSO, MIGUELET]I, et al., 2014).



1

2.4 IDENTIFICACAO DE BACTERIAS POR TECNICA DE ESPALHAMENTO
ELASTICO DA LUZ

2.4.1 Aspectos gerais sobre sensores e biossensores.

Os dispositivos de deteccdo por meio de transducdo de sinal podem ser
tipificados em sensores e biossensores, figura (12). Ambos detectam estimulos e os
transmitem em forma de impulsos mensuraveis. Mas hé distin¢gdes importantes entre
os dois tipos que precisam ser esclarecidas.

Um sensor pode ser definido como um dispositivo utilizado para detectar uma
variavel fisica convertendo-a em um sinal analdgico, universal, acessivel, e
processavel para sinal digital, que se altera proporcionalmente com a grandeza
fisica correspondente (YOON, 2013,2016).

A tensao ou diferenca de potencial e a corrente, na maioria dos casos, sdo o
sinal analégico resultante da transducdo, enquanto que as variaveis mais
comumente detectadas séo tensdo, umidade, temperatura, pressao, massa, luz e o
processador € um computador ou um microprocessador (YOON, 2013, 2016).

Turner, Kaube e Wilson (1987) definiram biossensor como um dispositivo que
incorpora um componente biolégico sensor intimamente conectado ou integrado em
uma transdugao.

No sentido estrito aplicado a quimica, o termo biossensor € definido como:
“‘um dispositivo que utiliza reacdes bioquimicas especificas mediadas por enzimas
isoladas, immunosistemas, tecidos, organelas ou células intactas para a deteccédo de
compostos quimicos geralmente por sinais elétricos, opticos ou térmicos (IUPAC,
1992, p. 143, traducao nossa).

No entanto, devido as constantes transformacdes observadas nos principios
aplicados aos sensores, é possivel, na atualidade, desenvolver dispositivos, que
embora ndo facam uso de reacOes bioquimicas possam detectar a forma e gerar
assinaturas de organismos biolégicos, sem a necessaria vinculacado a reatividade

quimica.



78

Neste aspecto, o termo biossensor adota uma concepcdo mais ampla
contemplando os sistemas de medicdo em que uma interface biol6gica seja
reconhecida por um mecanismo de transducao de sinal:

Biossensor pode ser definido como um dispositivo analitico compacto
incorporando um elemento sensor biologicamente derivado ou biolégico,
quer integrado no, ou intimamente associado com um transdutor fisico-
guimico. Dois principios operacionais fundamentais de um biossensor sédo
"o reconhecimento bioldgico" e a “detecgao”.

Portanto, um biossensor pode ser geralmente definido como um dispositivo
gue consiste de trés componentes basicos conectados em série: (1) um
sistema biolégico de reconhecimento, frequentemente chamado de
bioreceptor, (2) um transdutor, e (3) microeletrénica. O principio basico de
um biossensor € detectar este reconhecimento celular e transformar

em outro tipo de sinal usando um transdutor. (KARUNAKARAN,
BHARGAVA e BENJAMIN, 2015, p. 2;3, traducéo nossa, grifo nosso).

Um elemento de reconhecimento molecular e um mecanismo de transducéo
de sinal compdem um biossensor (NARAYANASWAMY e S. WOLFBEIS, 2004).
Acrescenta-se aos dois, um terceiro elemento, um sistema de processamento de
sinal. Os dois primeiros sdo critérios de classificacdo dos biossensores, ver figuras.
(13) e (14). Os Métodos oticos de deteccdo sdo um exemplo de classe de
biossensores baseada na transducédo (KARUNAKARAN, BHARGAVA e BENJAMIN,
2015).

O bioreceptor ou o elemento de reconhecimento molecular na tecnologia de
biossensores pode incluir as seguintes categorias: biologia molecular
(antigeno/anticorpo, enzimas ou &cidos nucleicos/DNA), sistema biologico
(estruturas celulares, membranas, tecidos ou células inteiras) ou biomiméticos (uma
espécie que camufla o local de ligagdo ativa de uma biomolécula
natural)(KARUNAKARAN, BHARGAVA e BENJAMIN, 2015, SPICHIGER-KELLER,
2008), fig.(14).

Transducdo de sinal € o processo de conversdao do bioreconhecimento
(reconhecimento de um elemento biolégico ou bioreceptor) em sinal detectavel
através de um dispositivo denominado transdutor. O bioreceptor é a espécie
molecular que utiliza um mecanismo bioquimico de reconhecimento que inclui, as
categorias: enzimas, antigeno/anticorpo, acidos nucleicos RNA/DNA, estrutura
celular/célula, e biomimética (KARUNAKARAN, BHARGAVA e BENJAMIN, 2015).

Os meétodos de deteccdo Opticos sdo baseados na optoeletrbnica em que
dispositivos eletronicos interagem com a luz. (KARUNAKARAN, BHARGAVA e
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BENJAMIN, 2015). Dispositivos de emissdo de luz como LEDs ou diodos de LASER
sao exemplos de elementos optoeletronicos (YOON, 2013,2016).

Os biossensores opticos apresentam pontos fortes quando comparados com
alguns outros sensores e biossensores. Sao caracterizados por altas seletividade e
especificidade, auséncia de interferéncia eletromagnética, tempo real, resultados
rapidos, flexibilidade em aplicacdo, portabilidade, e minima invasidade para
medicdes diretamente em pessoas (NARAYANASWAMY e S. WOLFBEIS, 2004).

No método de deteccdo Optico o processo de transducao induz uma mudanca
na fase, amplitude, polarizagdo ou frequéncia da luz incidida em resposta a
alteracdo quimica ou fisica produzida por processo de bioreconhecimento
(KARUNAKARAN, BHARGAVA e BENJAMIN, 2015, p. 25).

Os biossensores Opticos podem ainda ser considerados de deteccgéao livre de
marcadores (label-free) (FANG, 2011; KARUNAKARAN, BHARGAVA e BENJAMIN,
2015). Ou seja,a deteccao ndo é dependente da alteracdo moleculardo analitoou da
marcacdo de moléculas alvo (por uso por ex. de cromdgenos): a integridade da
molécula alvo é preservada.

Este tipo de deteccao é relativamente facil e barato de executar e permite a
medicdo quantitativa e cinética da interacdo molecular (KARUNAKARAN,
BHARGAVA e BENJAMIN, 2015, p. 25).

Muitos biossensores estdo compreendidos nas categorias de acordo com 0s
mecanismos de deteccdo e transdutores. No entanto, o interesse da aplicacdo, ou
seja, o0 motivo ao qual se destina (varidveis de interesse) devem ser consideradas
para a melhor escolha. Geralmente, a delimitagdo do analito a ser medido esta
intimamente relacionado ao método de escolha.

Os alvos de pesquisa em biossensores sdo comumente relacionadas a
espécie e concentracdo de um analito especifico (YOON, 2013, 2016), que podem
ser integrantesbioquimicos das vias metabolicas (exs. hormoénios, glicose, colesterol,
bioquimico), fragmentos de &cido nucleico (ADN ou ARN), proteinas, células e
tecidos, micro-organismos de virus, uma bactéria, particulas e nanoparticulas, entre
tantas.

Estas variaveis ndo podem ser determinadas com 0s sensores convencionais
(transdutores de temperatura, tensao, pressao ou luz) (YOON, 2013, 2016)

Biossensores baseados na luz, como espectrofotometria, fluorescéncia,

sensores para glicose, imunossensores, Lab-on-a-Chip, Biossensores, DNA
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Biossensoressdo alvos de pesquisa e podem ser aplicados a andlise de materiais
biolégicos em diversificadas areas das ciéncias aplicadas. Seguranca de alimentos e
bioterrorismo (NIKOLELIS e NIKOLELI, 2016), controle da poluicdo ambiental,

diagnosticos de patologias.

Figura 12 - Diagrama que demonstra as principais diferengas entre sensores e
biossensores.
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Fonte: Baseado em Yoon (2013, 2016).

Os sensores medem diretamente a variavel fisica ou quimica, enquanto nos biossensores ha um
componente biolégico que modula a variavel que serd medida. Em ambos ha a transdugéo
fornecendo um sinal analdgico que é convertido em digital por tecnologia determinada.

Figura 13 - Diagrama representando os elementos dos biossensores.
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Fonte: Adaptado de (KARUNAKARAN, BHARGAVA e BENJAMIN, 2015, p.4)
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Figura 14 - Arvore de classificacio dos biossensores quanto aos tipos de
Bioreceptores ou de Transdutores utilizados

Biosenssores

Bioreceptores Transdutores
. Eletroquimica
Opticos |:|
Massa —1 Amperometria
Enzimas — SPR
1 Potenciometria
. Raman FTR
Anticorpos Fiezoeletricidade
—  Impedimetria
Células — Fibra Otica
Magnetoelastico L Condutivimetria
OMNA ] Qutros
Biomimeéticos p—

Fonte: Adaptado de Karunakaran, Bhargava e Benjamin (2015)

Alguns desses elementos podem ser alterados de acordo com a técnica instrumental.

Com o advento das cameras fotogréficas e de filmagem de alta resolucao
uma nova concepcao de sensores Opticos e biossensores € introduzida no mundo
da vida. O foco em questdo na inovagdo é a busca em maximizar os resultados e
otimizar os sistemas de deteccdo para designs compactos e portateis, de baixo
custo e de facil acesso. Nesta méo, os melhores sistemas de processamento das
informacOes e capturas da imagem sao elementares nos processos em que a
imagem bidimensional a partir de sensores de imagem baseados em dispositivo de
carga acoplada (CCD) € um elemento de caracterizagdo de espécies ou de analitos
(KARUNAKARAN, BHARGAVA e BENJAMIN, 2015).

Embora tradicionalmente as cameras digitais sejam dominantes no campo da
imagem biomédica. Os geradores de imagens de semicondutores de 6xido metalico
(CMOS) complementares estdo sendo testados quanto a sensibilidade para
producdo biossensores de baixo custo e versateis. As cameras CMOS

comparativamente as cameras digitais sdo associadas a imagens fracas, de baixa
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luminosidade, devido a baixa sensibilidade (MURARI, ETIENNE-CUMMINGS, et al.,
2011). Contudo, pesquisas nos Uultimos anos, tém revelado o aumento de
sensibilidade das CMOS para novos sensores na area da biotecnologia (WANG,
SMITH, et al., 2014), como na microscopia (PHILLIPS, GRIEVE, et al., 2011).

O principio fisico em que particulas carregadas podem ser tocadas pelas
lentes magnéticas foi empregado por E. Ruska (1986) para a construgdo pioneira de
microscopio eletrénico de transmissdo (TEM) no comeco do século XXI, rendendo-
lhe o Prémio Nobel de Fisica. Desde entdo, a TEM tornou-se uma ferramenta-chave
de pesquisa na caracterizacdo da matéria condensada resultando em diversas
técnicas que possibilitam gerar imagens de estruturas cristalinas em resolugéo
atdbmica (WANG, 1995,2013).

A interacdo de elétrons com uma matéria sélida € extremamente forte em
comparacao com qualquer outra, de raios-X ou neutrons, de modo que os multiplos
efeitos de espalhamento estdo sempre presentes em difracdo de elétrons (WANG,
1995, 2013). A forte interacdo de elétrons incidente com elétrons e nucleos em
cristais viabilizou analisar as estruturas de solidos baseado sem micrografias
eletronicas. (WANG, 1995, 2013).

Algumas das principais técnicas de determinacgdo de estruturas cristalinas sao
baseadas na difracdo e imagem de elétrons de alta energia transmissiveis. A
evolucdo permitiu o desenvolvimento da microscopia eletrbnica de transmisséo de
varredura (STEM), do dispositivo de carga acoplada recentemente comercializada,
camera (CCD)e do filtro de energia de elétrons, iniciando uma nova era elétron-
microscopia quantitativa (WANG, 1995, 2013).

Com o avanco tecnologico das cameras digitais, as técnicas de medicédo por
analise da imagem encontraram um papel importante no desenvolvimento de novas
tecnologias que buscam analisar a estrutura e morfologia dos materiais. Assim, uma
recente geracdo de biossensores e biodetectoresopticos acoplados as céameras
digitais abrem o mercado para produtos mais econémicos, praticos de construir, de
facil manuseamento e eficacia, voltados para a nova tendéncia de resultados em
tempo real (RASOOLY e HEROLD, 2009).

Andlise de sinais de imagens associadas a variadas técnicas moleculares
como eletroforese (SEGURA-CARRETERO e FERNANDEZ-SANCHEZ, 2009) |,
luminescéncia, fluorescéncia (CHRISTENSEN e N. HERRON, 2009), SPR
immoassay, ELISA e Surface plasmon resonance (SPR) (ARIMA, TERAMURA, et
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al.; DING, LIU e YU, 2009), eletroluminescéncia (KOSTOV, SERGEEYV, et al., 2009),
fluoroimunoassays (GOLDEN e SAPSFORD, 2009) e deteccdo espectrométrica de
fibra optica (KAPOOR, 2009), sdo frequentemente pesquisadas e implementadas
para criacdo de novos dispositivos capazes de analisar tecidos e células.

Day (2009) aplicou um dispositivo simples com cameras digitais para
deteccdo de infeccdo por HIV, provando a possibilidade de andlise rapida, livre de
marcadores, com boa reprodutibilidade, acuracia e relativamente de baixo custo,
comparado com outras tecnologias moleculares.

Sistemas Opticos que acoplam cameras digitais a tecnologia da Luz LASER,
transformou-se em potente ferramenta para desenvolvimento de biossensores
Opticos aplicados a saude e bioengenharia, como no diagnéstico soroldgico(NAGEL,
EHRENTREICH-FORSTER e BIER, 2009).

O espalhamento elastico da luz (EEL) tem sido uma o6tima ferramenta
utiizada na area das ciéncias da saulde, engenharia biomédica e ciéncias dos
alimentos. Diversas pesquisas aplicam o principio para a caracterizacdo de corpos
macroscopicos e microscopicos considerando seus atributos como alternativa aos
métodos de diagndsticos invasivos. Atualmente, EEL é utilizada, com sucesso, em
uma nova metodologia para identificacdo de culturas de células. Instrumentos
sensores de medicao, com uso dessa técnica, estdo sendo comercializados para a
deteccdo, quantificacdo e contagem de espécies bacterianas presentes em
alimentos (BAE, PATSEKIN, et al., 2012).

Inicialmente, o espalhamento elastico da luz foi aplicado na espectroscopia
Otica, gerando resultados espectrais usados como a assinatura do objeto. Na
medicina, este método foi testado visando a substituicdo as biopsias em que ha
remocado de tecidos, minimizando os danos causados em individuos. Uma
caracteristica importante da aplicacdo do Laser nas tecnologias em saude, € além
de viabilizar processos nao invasivos, a possibilidade de obtencéo de resultados em
tempo real (BIGIO e MOURANT, 1997).

O diagndstico precoce reduz substancialmente o trauma em pacientes,
especialmente em processos patologicos de rapida evolugdo ou doencas sistémicas
de alto risco, como o cancer (GONZAGA, RIECHELMANN, et al., 2008).

Contrastando os instrumentos Opticos de medigdo baseados em espectros,
em que a especificidade se distingue nas informacdes especificas do analito a partir

dos espectros obtidos; os medidores Opticos com aplicagdo do espalhamento
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elastico da luz observam as caracteristicas morfologicas e estruturais (BIGIO e
MOURANT, 1997).

Observando as vantagens direcionadas ao paciente no processo
saude/doenca, a aplicacdo do diagnodstico por sistema Otico com uso do
espalhamento elastico da luz associado ao processamento digital, pode refletir em
resultados precoces, tratamento imediato com reducédo de riscos, inclusive de obito.

2.4.2 Lasers

Diodo de Laser emite luz ou radiacdo eletromagnética polarizada (feixe
coerente de luz) extremamente monocroméatica, ou seja, em um determinado
comprimento de onda (YOON, 2013,2016).

Laser é um acrébnimo de Amplification by Stimulated Emission of Radiation
(Amplification por Emissdo Estimulada de Radiacdo). A coeréncia do laser decorre
da amplificacdo numa direcdo preferencial do movimento dos fétons pelo meio de
ganho (gain medium), de material semicondutor, no caso de lasers de diodo. A
direcdo preferencial é determinada pela geometria do meio de ganho e espelhos
colocados em sua extremidade que refletem os fétons emitidos de volta para o0 meio
de ganho. Os espelhos constituidos de material semitransparente permitem a
transmisséo desse feixe de luz. Assim o Laser é um feixe de luz monocromatico,
convergente e coerente (YOON, 2013, 2016).

O diodo de laser apresenta a vantagem de ser mais barato, pequeno e requer
muito menos energia de tensdo que outros tipos de Lasers. Contudo, uma
desvantagem importante € que seu feixe apresenta determinada divergéncia, com
forma eliptica e astigmatismo exigindo reorientacdo devido a geometria do meio de
ganho com secéo transversal retangular e de curto comprimento (YOON, 2013,
2016; KOSTOV, SERGEEV, et al., 2009.).

A combinacgédo do diodo laser com a teoria do espalhamento elastico da luz
tornou-se um instrumento versatil quanto a aplicacdo em biossensores para
caracterizacdo de variadas particulas distintas.

Lorenz-Mie-Debye, 1908, descreveram o espalhamento elastico da luz

incidida em particulas e agregados de particulas. Os primeiros estudos sobre a
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dispersado da onda plana incidente por uma particula esférica, dielétrica homogénea,
isotrépica restringiu as aplicacdes a um meio ndo absorvente. O método descrito
buscou calcular a intensidade de luz dispersa por esferas uniformes de qualquer
tamanho em comparacdo com o comprimento de onda do raio incidente (WALKER,
1954).

DerivacOes da teoria de Mie (1908), especialmente por Mundy et al (1974);
Chylek (1977); Bohren e Gilra 1979) elucidaramos métodos para espalhamento da
luz por uma particula esférica incorporando o0 meio absorvente ou a teoria de Mie
(1908) e aplicando as aproximacdes do campo distante (FU e SOL, 2000; BOHREN
e GILRA, 1979; MUNDY, ROUX e SMITH, 1974).

Espalhamento de Rayleigh é semelhante ao Mie, mas ndo se limita as
particulas circulares, porém requer gue elas sejam menores com tamanho de raio
muito menores que o comprimento de onda do feixe disperso. No espalhamento
Rayleigh a probabilidade do espalhamento é proporcional ao inverso da quarta
poténcia do comprimento de onda(XU, 2015).

Segundo (HERGERDT e WRIEDT, 2012), o espalhamento de Mie (1908) é
aplicado em instrumentos a base de difracdo para caracterizar particulas ou
agregados de particulas: toda vez em que uma particula for considerada esférica
pode-se aplicar a teoria de Mie (1908).

Exemplos praticos como medidores Opticos de particulas, microscopia
confocal, captura éptica e manipulacdo 6ptica de espalhamento por um feixe de
laser focalizado aplicam o espalhamento inelastico da luz, Raman, na caracterizacdo
de superficies (HERGERT e WRIEDT, 2008). Algumas aproximac¢des como as de
Rayleigh podem estar associadas.

Por sete décadas a teoria de Mie (1908) e as derivacdes de Boren & Gilra e
Rayleigh tem sido aplicada para a caracterizagdo de materiais e elucidagcédo de
sistemas biomoleculares. Comumente promovendo o desenvolvimento de sensores
e biossensores.

Um exemplo € o seu emprego na analise quantitativa de formacéo de fuligem.
Neste caso, a fuligem é compreendida como a particula esférica e isotropicas, muito
menor que o comprimento de onda da radiacdo eletromagnética (no limite de
Rayleigh). A extingéo e dispersédo da luz causados por essas particulas pode ser util

no estudo da producéo de fuligem em processos de combustao.
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Os répidos avancos em técnicas de medicdo por espalhamento da luz e as
possiveis aplicacdes em sistemas microbiolégicos j& eram observados na década de
oitenta. Nesse periodo, a diversidade abrangia as técnicas fisicas e fisico-quimicas e
0s possiveis analitos, alvos de pesquisa (XU, 2015). Pesquisa dos bacteriéfagos,
esporosbacterianos, tripanossomos, monitoramento de &gua de producdo e
contaminacdo de fermentos foram na época considerados para andlise a luz da
Teoria de Mie (1908) e suas derivacfes por técnica de turbidimetria (HARDING,
1986 ).

Um exemplo, muito recente, é a sua aplicacdo inovadora na classificacao de
colénias bacterianas, visando a identificacdo de espécies de bactérias cultivadas em
meios solidos e semissolidos. A utilidade é refletida na nova geracdo de sistemas

opticos de medicao.

2.4.3 ldentificacdo e contagem de col6nias bacterianas por ELL

Wyatt (1968) realizou um dos primeiros trabalhos que aludiu sobre a
viabilidade de utilizacdo das células de bactérias como particulas nos limites de
Rayleigh, apresentando um arcabouco matematico rigoroso para caracterizacao de
espécies como Bacillus subtilis, B. anthracis, Staphilococcusepidermidis, S. aureus,
Escherichia coli, e os esporos de B. megaterium e B. cereus. Sugeriu, pela primeira
vez, a aplicacdo do espalhamento elastico da luz geradas por micro-organismos
morfologicamente distintos como uma impresséao digital das espécies bacterianas: “é
um padrdo de espalhamento essencialmente Unico, isto €, um diferencial de
intensidade e polarizagéo Unico. Embora o autor tenha considerado que as técnicas
de espalhamento diferencial da luz era de fato um método fisico atraente para a
identificacdo rapida de diversos micro-organismos, 0 rigor cientifico mateméatico
exigido tornou-se uma limitacdo do método para aquele momento.

A partir de entdo, trabalhos realizados por estudiosos da microbiologia,
medicina, fisicos e matematicos, foram empenhados em analisar a morfologia e
metabolismo por uso da teoria de Mie (1908) e suas derivacdes, sendo esta a

abordagem a seguir. Entretanto, a ferramenta matematica que permitisse modelar o
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processo empirico para representacdo do padrdo de espalhamento da luz e aplica-la
na rotina laboratorial, ainda consistia em grande desafio.

Estudos como os de Hukins e P.(1979) consideraram as bactérias como
esferas homogéneas e aplicou a teoria de Mie (1908) e cubicos (splines) para a
representacdo de padrdes de dispersdo de luz a partir de bactérias em fase
logaritmica de crescimento. Os resultados revelaram que a parede celular bacteriana
foi parcialmente responsavel por pequenos ajustes. Mas, concluiram que ndo havia
disponivel na época um modelo tedrico simples para a dispersdao da luz por
bactérias, recorrendo a analise de curvas cubicas como método empirico.

Apés 35 anos, referenciando-se nos estudos de Wyatt (1968), o
espalhamento elastico da luz foi avaliado por andlise espectral, utilizado para
terminacdo do tamanho e forma de bactérias por Katz, Alimova, et al (2003). O
estudo visou um método de analise em tempo real com menor demanda de tempo
de cultivo, apesar da necessidade de culturas menos populosas, ou seja, mais
diluidas.

O importante estudo (KATZ, ALIMOVA, et al., 2003) ratificou a capacidade de
deteccdo e identificacdo de células bacterianas a partir do espalhamento da luz ao
analisar separadamente, trés espécies de bactérias com caracteristicas morfolégicas
distintas (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, e Bacillus subtilis)
variando a diluicdo do meio. Uma vez que os resultados alcancados do tamanho e
forma foram positivos ao compara-los com os determinados por microscopia
eletronica de varredura. Matematicamente, seu trabalho baseou-se nas
aproximacdes de Rayleigh-Gans (teoria de difracdo andmala) para determinar o
tamanho médio das bactérias a partir dos espectros transmitidos. Aplicacdes
matematicas basearam-se na descricdo do momento angular da dispersao e raios
das particulas. Um algoritmo simples de aproximacdo numérica de minimos
quadrados foi usadopara determinar o raio da particula e a relacdo de aspecto para
bactérias com formas de bastonete. E a distribuicdo do tamanho de um conjunto de
particulas e do tamanho de uma particula foi dada em fungéo da intensidade da luz
espalhada.

Mais adiante, no inicio do século XXI, novas pesquisas retomaram a idéia da
analise de padrées de espalhamento da luz de bactérias baseadas na teoria de Mie
(1908) (KATZ, ALIMOVA, et al., 2003) que culminou em um novo biossensor. Desta

vez, diante dos avancos tecnologicos das cameras digitais, da modelagem
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computacional e a importante ferramenta de processamento digital de imagens, uma
nova tecnologia foi desenvolvida e introduzida no mercado consumidor, voltado para
a investigacdo microbioldgica na industria alimenticia. Solucionando o problema do
modelo matematico para descricdo do espalhamento elastico da luz por bactérias. O

melhor detalhamento dessa nova tecnologia € encontrado nas proximas subsecoes.

2.4.4 Inovacado tecnoldgica: Biossensores para identificacdo de espécies

bacterianas

2.4.4.1 Solucionando o problema do modelo matemético

BAYRAKTAR, BANADA, et al.,, 2006, continuando os estudos de (GUO,
2004)desenvolveram e descreveram um eficiente sistema de extracdo de fatores
baseados nos momentos ortogonais de Zernike para classificacdo de espécies de
bactérias encontradas em alimentos, da filogenia Listeria, patogénicas e n&ao
patogénicas. Desta forma, conquistaram pela primeira vez a solucdo para o
problema da descricdo de caracteristicas dos padrbes de dispersédo, necessitando,
contudo, de aperfeicoamentos do sistema 6ptico e do método de classificacdo de
imagens.

Para tanto, BAYRAKTAR, BANADA, et al.,, 2006, lancaram mé&o de um
aparato oOptico a laser e de uma camera digital. Esse trabalho contrastou as
pesquisas anteriores em varios aspectos: neste sistema o laser 635nm e diametro
de 1mm interagiu com as colonias bacterianas, estado do meio que continha as
colbnias bacterianas era solido ou semissolido, o feixe de luz foi espalhado pelas
coldnias e transmitida para frente do objeto formando uma imagem no anteparo; a
imagem do padréo de difracdo foi fotografada e o resultado foi gerado por meio de
processamento digital de imagens; o algoritmo foi baseado em polinbmios
invariantes como descritores das imagens e foram aplicados para a extracdo do
fatores, ao final um classificador foi utilizado para analise dos componentes

principais. Desta maneira, 0 momento angular que descreveu as caracteristicas foi
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fornecido pelos momentos de Zernike, para posteriormente serem reconhecidas em
um processo de visao computacional.

A etapa de classificacdo da imagem foi realizada por meio de aproximacdes
lineares e redes neurais. De tal maneira, que as caracteristicas das imagens
variaram com as espécies das bactérias, descrevendo-as como impressdes digitais.
Nesse relevante trabalho, as colénias apresentavam tamanhos variaveis entre 1,8 a
1,9 mm e altura do centro da colonia em torno de 0,3 a 0,4 mm. O sucesso do
sistema proposto (fig.15) permitiu avaliar os classificadores de imagens em busca da
precisdo e exatiddo analiticas, atingindo bons resultados para as espécies, exceto
entre as duas filogeneticamente muito préximas, L. monocytogenes e L. innocua
(fig.16).

Figura 15 - Representacdo esquematica do aparato éptico de espalhamento elastico
da luz usado para realizar andlises de col6nias bacterianas.

Fonte: Retirado de Bayraktar, Banada, et al. (2006).

Constituido por laser a 635 nm, Placa de petri cultivada, Camera digital e eixo de rotagdo e anteparo
de detecgdo. O laser incide sobre as colbnias imobilizadas em meio semissélido. A luz é dispersa
pelas col6nias, gerando uma imagem que é capturada e processada computacionalmente. O sistema
foi construido pelo grupo de pesquisa pelo centro de Saude dos alimentos e engenharia,
Universidade de Purdue, USA, entre os periodos de 2004 a 2005, incorrendo na primeira publicacdo
em 2007.
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Figura 16 - Imagens dos padrdes de espalhamento de culturas de Listeria contendo
seis espécies

Fonte: Retirado de Bayraktar, Banada, et al. (2006)

a) L. grayi LM37, b) L. innocua, c) L. ivanovii, d) L. monocytogenes, e) L. seeligeri, and f) L.
welshimeri. As espécies patogénicas: L. monocytogenes (em humanos) and L. ivanovii (em animais)
e todas as demais sdo ndo patogénicas. L. monocytogenes e L. innocua sdo muito préximas
filogeneticamente apresentando padrdes de dispersdo muito préximos.

2.4.4.2 Biossensor: por tras da Fisica Optica

O mesmo modelo e experimento, também foi simultaneamente apresentado
por BANADA, GUO, et al.(2007) (fig.17), que demonstraram o principio de
funcionamento do sistema nao-invasivo de espalhamento 6ptico na direcdo frontal
para identificacdo de colbnias bacterianas, ao qual chamaram inicialmente de
‘scatterometer’. Cada espécie de Listeria teve uma estirpe eleita para representacao
do grupo (fig.18). Observaram que a andlise visual da imagem (ndo processada
computacionalmente) revelava caracteristicas uUnicas, tais quais: ponto brilhante
central, anéis concéntricos, raios radiais e algumas regides locais difusas com varios
semiangulos. Os autores ainda entenderam como relevantes para 0 processamento
da imagem, os fatores como area, perimetro e descritores Fourier. Ainda, a
considerada robustez dos polindbmios de Zernike para a analise de

imagensassociada a invariancia a rotacao, translacao, escala e reflexao, foi requisito
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para escolha do método de extracdo de informacdes. A conclusdo foi um resultado
de classificacao entre 91-100% de exatidao.

Figura 17 - Desenho esquematico de um ‘scatterometer’

Placa de Petri com

cultivo de coldnias Plano de

deteccdo

v

Camera

Laser ‘ E }

Espalhamento
[ ] da luz para frente
[ |

Estagio X-Z para Suporte para placa
movimentacdo de petri

Fonte: Adaptado de Banada, Guo, et al.(2007).

Insercao: fotografia de uma tipica placa (BHI), com col6nias de Listeria

Figura 18 - Espécies de Listeria identificados por espalhamento da luz laser

Fonte de Banada, 2007.

Da esquerda para a direita, primeira linha: L. monocytogenes, L. ivanovii ATCC 19119, L. innocua
F4248; segunda linha: L. seeligeri LA 15, L. welshimeri ATCC 35897, L. grayi LM37. Arun K.

Imagens anteriores ao processamento dos padrdes de espalhamento elastico da luz do Laser, 635
nm, 1Imm de diametro, espalhado por cada colénia separadamente em cultura mista de espécies de
Listeria
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Trés importantes consideracdes podem ser abstraidas do trabalho de
Banada, Guo, et al., 2007.

A primeira esta na explicacdo dada pelos autores (p.1666) para o
espalhamento da luz: “Quando um feixe incidente passa através de uma série de
objetos fisicos, a frente de onda que sofreu modificacdo €obtida multiplicando a
modulacdo de amplitude e fase causada por cada objeto independente”. A outra esta
no uso associado de uma técnica de microscopia, microscopia confocal, para
aquisicdo precisa dos parametros envolvidos com as assinaturas e dados
necessarios para a simulacdo. Neste caso, parametros como: didametro da colbnia,
espessura do centro da colonia e raio de curvaturas foram mensurados para simular
o espalhamento computacional. A terceira, é referente a influéncia existente dos
substratos nutrientes dos diferentes tipos de meios de cultivo na formacdo dos
padroes.

Paralelamente, BAE, BANADA, et al., 2007, adicionaram pequenas alteracdes
no sistema, especialmente, ao incrementar um espelho entre o laser e a placa de
petri para direcionar o laser para o centro da col6nia, denominados pelo acrénimo de
BARDOT (bacterial rapid detection wusing optical scattering technology) e
esclareceram como ocorre a formagéo dos padroes de espalhamento das colbnias a
partir dos conceitos da teoria escalar da difragdo e formacgdo da imagem. As
caracteristicas das colbnias como curvatura e espessura foram determinadas
analisando os diferentes indices de refracdo em trés regides distintas, o centro da
colbénia, a borda da coldénia e o meio de cultura. As colbnias das espécies foram
avaliadas em funcdo da variacdo do tempo de incubacdo de 6h em 6h, até um
maximo de 46h. Os resultados obtidos por BARDOT foram comparados com um
modelo proposto onde as colbnias sdo simuladas como um modulador de amplitude
e fase de formato semiesférico, a partir de medidas morfologicas obtidas por analise
com microscopio confocal e contraste de fase.

A explicacao fisica apresentada por BAE, BANADA, et al.( 2007, p.3645) para
o evento diz que “a imagem do espalhamento para espécies de Listeria pode ser
interpretado como a combinacdo de um padréo de disco de Airy, um anel luminoso
secundario no meio do padrdo de difracdo, um efeito de salpicos aleatorios
(speckle), e raios radiais”. Os anéis sdo formados quando a luz transmitida ou
blogueada atravessa uma abertura circular ou obstéculo circular causando a difragéo

do feixe. Segundo o autor, quando o feixe de luz Gaussiano excede a extensao
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lateral da colonia, a regido central atenua a passagem da luz, enquanto que a fracédo
do feixe que ultrapassa a col6nia é transmitida. Como consequéncia, uma variagdo
na fase e amplitude maxima da abertura séo provocados, propiciando a formacéao do
disco de Airy no plano da imagem (fig.19).

Um segundo aspecto relevante do padrédo de difracdo, ressaltado pelos
pesquisadores € o anel brilhante no centro. Explicado como a diferenca entre o
coeficiente de transmissdo que compreendem as areas do centro e da borda. Assim
no centro da coldnia, onde a espessura € maior, ha menor indice de refracdo e
maior absor¢cdo da luz. A maior espessura no centro da colbnia deve-se a maior
aglomeracao das bactérias. Ainda, a regido da colénia mais préxima a superficie e
mais central agrega mais produtos metabdlicos excretados, havendo aumento de
massa no centro. Enquanto que nas bordas haveria menor nimero de bactérias e,
portanto, maior quantidade de luz emerge da colbnia. Os autores revisaram essa
explicacdo em um trabalho posterior (BAE et al, 2010) que seré discutido mais a

frente.

Figura 19 - Comparacao das imagens BARDOT (coluna da esquerda) e o modelo
proposto baseado na teoria escalar da difragéo (coluna da direita).

Fonte: Retirado de Bae, Banada, et al. (2007)

(A) e (b), Listeria innocua, (c) e (d), Listeria ivanovii, (e) e (f) Listeria monocytogenes
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O testes iniciais foram estimuladores na medida em que conquistavam
avancos cientificos e tecnoldgicos para analise microbiolégica com preciséo,
exatiddo e menor tempo de cultivo com resultados rapidos(tempo max. total de
analise de 5 min), contudo, considerandoque 0 método descrito era todo manual. Os
testes posteriores vislumbraram a automatizagéo do sistema proposto, BARDOT. Os
avancos de pesquisa posteriores ocorreram mediante um instrumento automatizado.
A partir de entdo,foram iniciados os testes de validacdo da nova metodologia

instrumental.

2.4.4.3 Avancgos importantes do biossensor

Bae, Aroonnual et al. (2008,2009) descreveram um sistema para
automatizacdo do BARDOT (fig.20), com a plataforma automatica para identificacéo
e localizacdo dos micro-organismos. A concepcéao do sistema o6ptico foi dividido em
trés componentes: um localizador de coldnia,um scatterometer para frente e um
controlador de movimento. O localizador utilizou uma fonte de luz externa ao raio
laser para auxiliar na captura da imagem da placa de Petri, por uma camera
localizada acima da placa, que servia para fornecer o nimero e a localizacdo das
colonias. Neste sistema uma placa de iluminacdo externa foi colocada acima da
Placa de Petri de tal forma que 70 % da luz retroespalhada era transmitida para a
camera enquanto 30% da luz laser era direcionada para a coldnia. A adicdo de uma
camera acima da placa de Petri permitiu a localizacdo da colbnias enquanto uma
outra de scattering, posicionada abaixo da placa, capturava os padrdoes de
disperséo. No entanto, uma desvantagem encontrada, foi o aumento do ruido devido
a refexdo de imagens de quatro lados elevando o nivel de ruido do backgound
dificultando o processamento da imagem. Entdo, buscando reduzir a reflexdo foram
colocados dois gabinetes.

Nesse mesmo trabalho ficou definido o processo das etapas de
automatizacdo do BARDOT anteriores a geracédo dos padrdes de dispersao, sendo
essas: localizagdo das colbnias (etapa de segmentacdo), centralizacdo da colbnia
com o centro do laser, captura e contagem das colbnias. A localizacéo da col6nia foi

realizada mediante algoritmo binario de segmentacdo e um algoritmo de crescimento
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de regibes, baseado em histograma;a contagem das col6nias foi incrementada com
a andlise por algoritmo computacional do caixeiro viajante e uma otimizagdo para o

modelo foi implementada.

Figura 20 - Diagrama esquematico de plataforma automatica BARDOT (deteccao
rapida bacteriana usando tecnologia de dispersdo optica) com dois sensores de
imagem digital.
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Fonte: Modificado de Bae, Aroonnual, et al.(2008).

Observar que o modelo deixou de ser horizontalizado e passou a ser verticalizado. Modificado de
Bae, Aroonnual, et al. (2008).

2.4.4.4 Andlises biofisicas: novos desafios e constatacfes

Preocupados com a padronizacdo do método analitico, BAE, BANADA, et
al.(2008), investigaram a relacao do tempo de incubacéo (crescimento das col6nias)
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e padrao de espalhamento na direcdo frontal (difracdo) do feixe laser pelas de
colbénias de bactérias cultivadas nas superficies do meio de cultivo para os sistema
fowad scatterometer (camera lateralizada) e a plataforma BARDOT. Portanto
voltando-se a compreensdo das implicacbes das caracteristicas da cultura de
bactérias patogénicas para a evolugdo das assinaturas. A caracterizacdo
macroscopia e microscopica das colbnias foi definida, entdo, em fungéo do tempo. E
as variacfes nas modulacbes da fase e amplitude foram inerentes as mudancas
ocorridas nos cultivos.

No proposto estudo foi realizada uma andlise da curva de crescimento em
funcéo do tempo de incubagéo, aferindo os diametros das col6nias em intervalos de
6h, até o maximo de 42h. Um estudo de comparacéo foi efetuado para analisar a
implicacdo do tempo de incubacdo para o diametro da col6nia e do tempo para o
diametro do padrdo de difracdo (espalhamento). Algumas informacdes importantes
podem ser retiradas deste experimento e do modelo BARDOT (BAE, BANADA, et
al., 2008):

v" Quando o tamanho da colbénia é maior que o tamanho do laser, medido
por seu diametro, a porgao da colbnia que excede ao laser ndo produz
espalhamento, embora ainda tenha algum efeito de modulacéo de fase
e amplitude devido a mudanca na curvatura da colonia;

v' A inclusdo do estagio de translacao (XY) reduziu em muito o tempo
total da analise;

v' A incrementacdo de uma plataforma de suporte de amostras (holder
sample plataform) para dois tamanhos de placas (2 a 4 polegadas)
possibilitou a rapida conducéo de placas para o campo da leitora 6ptica
e maior flexibilidade para a adaptacédo das placas;

v O BARDOT necessitou de menos espaco entre as colénias bacterianas
(placa de Petri) e o plano da imagem tornando o equipamento mais
compacto;

v' A adaptacdo de uma nova camera apropriada para tarefas de visdo de
maquinas industriais que fornece o maximo controle e flexibilidade para aplicacdes
de imagem digital favoreceu a melhor aquisicdo do sinal de imagem. A camera foi
selecionada considerando a elevada quantidade de eficiéncia e elevada resolugéo.

As especificacdes do sensor camera digital foram as seguintes: tamanho de unidade
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pixel, 7.4 um IEEE-1394 camera from Micropix, London, UK, (model M-640) com
resolucao 640 x 480.

O estudo demonstrou a importancia na padronizacdo da técnica de cultivo
para cada espécie, especialmente, no que diz respeito ao tempo de incubacéo e
didmetro das colbnias. Ja que as colbnias funcionam como moduladoras de fase e
amplitude, servindo de pequena abertura ou obstaculo para o laser, sob a 6tica da
teoria da difracéo e espalhamento da luz;

Ha relacdo entre o padrdo de espalhamento e fatores como: diametro do raio
laser, tempo de crescimento das colOnias, variagdo do diametro das colonias,
variagdo espacial da densidade da bactéria e do material extracelular excretado
durante a proliferacdo (modifica a densidade).

Os resultados obtidos (BAE, BANADA, et al., 2008, p. 014010-4)revelaram
que h&d um tempo de crescimento da colbnia até uma fase estacionaria e um
didmetro que cria a metade do angulo méaximo de espalhamento dos anéis da borda
no padréao de difracdo; que o anel brilhante interno aparece em determinado tempo
de incubacéo.

Os autores expressaram a relevante abordagem a luz da teoria escalar da
difrac@o. Explicando o resultado do efeito de maior indice de refragdo a medida em
que o tempo de cultivo atinge seu pico (0 maximo), significando que o raio angular e
diametro do padrdo de difracdo (scatterogram) aumentana fase de crescimento
inicial da colénia. Até que se atinja um valor de decaimento metabdlico e fase
estacionaria.

Por outro lado, o aumento do didmetro da colénia (abertura) é inversamente
proporcional a distribuicdo angular, de forma que com o maior tempo de incubacédo o
tamanho do padrdo de espalhamento diminue. Sendo que, o efeito maior da

densidade ocorre no nucleo da colbnia (fig.21).
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Figura 21 - Tempo de incubacdo versus padrdo de difracdo de trés espécies da
filogenia Listeria

12HR 18HR 24HR 30HR 36HR 42HR

Fonte: BAE, BANADA, et al., 2008, p. 014010-5
Primeira linha: Listeria innocua; segunda linha—Listeria monocytogenes, terceira linha — Listeria

ivanovii

Em sequéncia, diversos estudos de modelagem computacional buscaram
modelar o perfil padrdo de espalhamento considerando as peculiaridades relativas
aos cultivos, como o padrdo de crescimento. Todos esses estudos aceitaram a
concepgao de que as colonias funcionam como moduladoras de fase e amplitude, e
visaram compreender como o feixe de onda Gaussiano é alterado para os diferentes
crescimentos. Nesse viés, alguns modelos matematicos foram propostos.

Bae, Bai, et al.(2009), investigaram a correlagdo entre as variaveis
(concentracdo de nutrientes, coeficiente de difusdo, consisténcia do agar, um
modelo 2-dimensional reacao-difusdo (RD) e os diversos perfis de agregacéo
bacteriana, bem como as mudancas evolutivas com o tempo. Para tanto utilizaram
um modelo espacgo-temporalcapaz de caracterizar os padrdes formados por colénias
de bactérias ao longo de toda a sua curva de crescimento, o Modelo bidimensional
reacao-difusao (2-dimentional reaction-diffusion (RD)).

Os estudos de modelagem sobre as caracteristicas ambientais dos cultivos e

suas implicagGes nas medi¢des por BARDOT, chancelaram os avangos posteriores.
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2.4.4.5 Nova visdo microscopica

A busca por menores tempos de incubacdo conduziu a transformacao do
sistema para andlise de coldnias na faixa de 127 a 180 um de didametro (BAI, BAE,
et al., 2009). Neste novo modelo, u-BARDOT, foi construido, em conjunto com o
sistema, uma micro incubadora para o crescimento bacteriano sem realizar qualquer
bloqueio ao espalhamento da luz para a frente de dispersdo. Além disso, foi
adicionada uma lente biconvexa com lente focal de 100 mm para promover a
reducéo do diametro do feixe a valores bem mais baixos entre 100-200pum (dentro
dos limites de Rayleigh) sem alteracdo no carater Gaussiano do laser. Também, um
outro modelo de camera para Scattering foi utilizado (IEEE1394 CMOS array;
PixeLINK, Ottawa, ON, Canada), com resolucdo de 1280x1024 e 6.7x6.7 um?. As
andlises de PCM e CDM foram associadas, para a detec¢cdo precoce, investigando-
se as diferencas Optica e morfologicas entre as duas espécies de bactérias,
Samonella montivideo e E. Coli DH 5 a, facilmente confundidas, durante seus
primeiros tempos de crescimento.

As variadas assinaturas de uma mesma espécie e estirpe bacteriana devido,
especialmente a producdo de matriz polimérica, alertou para a necessidade de um
sistema robusto de processamento digital de imagens com a construcdo de um
banco de padrbes de difracdo. A equipe de Banada, Huffet al., 2009 utilizou um
segundo protétipo BARDOT. Neste sistema o laser é transmitido por uma linha
Optica de varredura (scan) e os sinais dos padrdes séo lidos por meio de uma leitora
scanner e posteriormente fotografados pela camera de Scattering, atingindo um
tempo de leitura de 40s por placa e 5s para captura da imagem por colonia. Para
tanto, um sistema computacional de analise por quadrante foi incrementado para
localizagc&o das colbnias e para construcdo das assinaturas foram empregados, 0s
descritores de Haralick e os polinomiais invariantes de Zernike. A analise linear por
discriminante (LDA) permitiu, primeiramente, a visualizacdo da complexidade e a
classificagdo dos 120 fatores extraidos e selecionados (critério de base Fisher)
ocorreu, desta vez, através de algoritmo de maquina vetores de suporte (SVM).

A vantagem encontrada na aplicagdo do método SVM de classificagédo foi
devido a capacidade que esses algoritmos tém de gerar “hiperplanos de decisdo em

um espaco multidimensional que segregaem classes os diferentes roétulos,
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efetivamente permitindo decisdo para parametrosnao-lineares no espago das
bordas” (BANADA, HUFF, et al., 2009, p. 1687). O resultado foi uma validacéo
cruzada obtida como uma matriz de confuséo, posteriormente utilizada para calcular
a sensibilidade e precisdo dos classificadores. Outra técnica por classificacdo
quadrada (GC?) foi complementada na andlise de qualidade de classificacdo das
imagens.

Nesse estudo, 0s pesquisadores também avaliaram a influéncia do stress
ambiental, tais quais, nutricional e de variacées da temperatura, na distribuicdo das
imagens padrdes, por meio de andlise quantitativa de producdo de EPS
(exopolisacarideos). Os resultados foram bem-sucedidos com 6tima precisdo para a
distincdo entre os cinco géneros (90-99%) e entre as espécies de cada filogenia,
confirmando ainda que o modelo Gaussiano € satisfatério para a descricdo das
coldnias bacterianas por BARDOT.

Novos estudos descritivos e de comparacdo foram desenvolvidos para o
segundo protétipo BARDOT, correlacionando-os modelos fisicos e computacionais
com as imagens dos padrdes de espalhamento formadas. Os trabalhos retrataram a
teorias fisica na derivacdo da interacao laser/colénia por modelos de difracao; efeito
da amplitude da particula; componente de fase no modelo Gaussiano, a modelagem
da propagacao da luz através das colbnias; e os testes com variadas espécies
bacterianas foram comparados e validados (BAE, BAI, et al., BAI, BAE, et al., 2010).
A partir de entdo, foi possivel tornar o sistema mais sofisticado, a caminho das
andlises em tempo real em escala micrométrica.

Importante contribuicdo inovadora para a biodeteccdo foi dada pelos
pesquisadores aos modelos BARDOT e uBARDOT(AKOVA, DUNDAR, et al., 2010;
RAJWA, DUNDAR, et al., 2010)motivados a sanar o problema da impraticabilidade e
exaustividade na definicdo das classes das iniUmeras imagens de padrdes. A técnica
de Modelagem Bayesiana ndo paramétrico foi proposta, favorecendo a previsao de
novas classes a partir da rotulacdo pautada em um limiar.

Uma analise adicional de espécies bacterianas com micro colbnias de
diametros dentro dos limites de Rayleigh apresentou a suficiéncia das trés variaveis,
tempo de crescimento, diametro da colbnia e nimero de anéis como requisito para
construgdo do padréo (BAE, BAI, et al., 2011). Portanto, em micro colbnias os

efeitos da altura ou centro séo insignificantes para a predi¢cdo das assinaturas.
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2.4.4.6 Desempenho na rotina laboratorial

Diante da oportunidade de analise em tempo real através do instrumento
UBARDOT, (ROBINSON, RAJWA, et al.,, 20l1la) indagaram quanto ao termo
“precoce” (early) repetidamente utilizado nas publicacdes ao se referirem ao tempo
da identificacdo das espécies de bactérias e urgéncia nas respostas, ja que
dependem de um banco de dados atualizado. A sugestéo dada foi de que haveria no
mercado de seguranca dos alimentos e de bioterrorismo uma necessidade
proeminente de resultados imediatos, especialmente para micro-organismos pouco
conhecidos ou inéditos. Portanto, as novas espécies encontradas precisariam ser
imediatamente adicionadas em banco de padrbes a ser distribuido pelo mundo
independentemente da localizagc&o. O questionamento propds a medi¢ao “in loco” ou
no local do controle e o envio de feedback (retorno) da informacdo de uma nova
espécie. A nova informacédo retornada seria alarmada por uma bandeira vermelha
para o centro de banco de dados distribuido que, entédo, definiria a espécie como
conhecida ou desconhecida, e a depender da resposta atualizaria o banco de dados.

Simultaneamente, Robinson, Rajwa, et al., 2011b, apresentavam as
vantagens e desvantagens do BARDOT ou uBARDOT. Dentre as vantagens estéo a
robustez, reprodutibilidade nos resultados, baixo custo, livre de marcadores, analise
com resultados em torno de poucos segundo (tempo-real), tempo de cultivo reduzido
(12-24h) e ainda, leitura completa da placa sem perdas analiticas, sem destruicdo da
amostra e com contagem e identificacdo de estirpes, espécies e subespécies. A
desvantagem estaria na limitacAo em andalise de apenas micro-organismos
cultivaveis, que além disso, apresentem coldnias transparentes e com tamanhos nos
limites de Rayleigh. Contudo, comparativamente com os demais métodos que em
maioria sado dependentes de cultura ou marcadores, os pontos fortes sao
preponderantes aos fracos.

A diversidade de espécies analisadas em pesquisa, até entdo, estavam
incluidas emdois gruposmorfolo++gicos,com formas de cocos ou bastonetes sem
flagelos. Huff, Aroonnual, et al., 2012 apresentaram estudos de identificacdo dos
patégenosvibrios Vibrio, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus e Vibrio
vulnificuspresentes em agua e frutos do mar. O modelo BARDOT identificou V.

cholerae, V. parahaemolyticus e V. vulnificus com precisdo de 99% e tempo para
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resultado entre 1-2 min em culturas puras e provenientes de amostras de aguas e
ostras. Outra importancia foi a andlise em placa cultivada por outros meios de
cultivo, além do BHI.

Perante os estudos anteriores sobre as plataformas de feedback e
distribuicdo das informacdes, Bae, Ying, et al., 2012 criaram um modelo portétil para
tecnologia BARDOT e realizaram testes de campo com cultivos de cepas puras e de
amostras de alimentos. Nessa pesquisa, aplicaram os algoritmos de Zernike e
Haralick como descritores das imagens e atingiram resultados entre 95-100% de
precisdo na classificacdo das quatros espécies L. innocua F4248, E. coli sthl, E.

faecium, and S. aureus.

2.4.4.7 Alto desempenho do biossensor

Bae, Patsekin, et al., 2012 publicaram o desenvolvimento de um sistema
microbiano high-throughput screening (HTS) via espalhamento elastico da luz,para
aumentar a velocidade da triagem das coldnias bacterianas, utilizando analise
combinatéria. Sistemas de calibragdo e corre¢bes foram realizados para corrigir
erros e reduzir passos durante a aquisicdo dos padrdes. Trés outros programas de
software de controle foram implementados para aumento do desempenho. Este
trabalho conduziu a alta performance do BARDOT, porque através dos teste pelo
sistema HTS microbianofoi possivel constatar a possibilidade de reducdo de tempo
médio de varredura (4,9 s por col6nia) e a capacidade de captura por screening de
enorme quantidade de padrdes (mais de 4000 padrées) do ELS, dentro de um
intervalo de tempo de 7 h. Também foram utitlizados pseudo-zernike e Haralick
como descritores de caracteristicas.

Duas observagdes consideraveis foram feitas (BAE, PATSEKIN, et al., 2012,
p. 044304-3, traducdo nossa) que determinam a precisdo necessaria ao alinhamento
dos feixe laser com a colonia:

Quando a distancia entre os centros da colonia e do feixe de laser é superior
gue o raio da colonia, o laser incidente ndo gera um padrédo de difracdo a partir

dessa colonia”;
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Se a distancia entre os centro da col6nia e a do feixe laser € menor que o seu
raio, o laser incidente gera um espalhamento distorcido que requer passos de
correcdo adicionais a fim de um padrao circularmente simétrico.

Em continuidade com seus trabalhos, Kim, Bai, et al., 2013, desenvolveram
um analisador 6ptico integrado que aliou o principio de triangulagdo em medidor de
deslocamento a laser (CDM-Laser confocal displacement meter) com um circuito
fotodiodo integrado personalizado (custom built photodiode) para melhor descrever
0s padrdes a partir dos efeitos simultaneos de modulacéo da fase e amplitude pelas
coldnias. Assim, enquanto o medidor de deslocamento confocal media o perfil de a
coldnia, o laser examinou a colonia e o fotodiodo mediu a transmissao da
intensidade da luz. A fracdo do laser transmitida através da colbnia foi capturado
pela objetiva microscopica e pelo circuito fotodiodo personalizado. Esta maneira, 0s
autores mediram simultaneamente as caracteristicas inerentes ao perfil (fase) e a
transmissdo (amplitude), e correlacionaram o padréo de crescimento bacteriano com
o0 padrdo de espalhamento. Logo, uma nova forma de analisar os padrdes de
espalhamento foi realizada ao identificar as espécies pelos seus distintos padrbes de
proliferagdo bacteriano que estariam correlacionados a diversidade e, portanto, aos
especificos efeitos de modulacéo de fase e amplitude.

Entre outras caracteristicas de inovagédo, o instrumento proposto por Kim, Bai,
et al., 2013, implementou um conjunto de fotodiodo e um conversor Digital/analdgico
em lugar da camera digital. O conjunto de informacdes foi transmitido ao computador
para a andalise da imagem. Ainda, um conjunto de lentes objetivas microscopicas
foram posicionadas na saida do laser (2um e 670nm) espalhado pela colénia, logo
abaixo da placa de Petri. De forma que, as lentes capturavam os padrées e
realizavam o foco para um fotodiodo. Este novo instrumento supriu as deficiéncias
do sistema ELS na caracterizacdo simultanea do perfil relacionada as importantes
informagdes sobre as variaveis de crescimento das colOnias, tais quais, altura,
densidade Optica, relacdo de aparéncia e densidade Optica).

O novo sistema confocal foi utilizado conjuntamente ao pBardot para
investigacdo dos efeitos de salpicos aleatorios (speckle) formados por colbnias de
bactérias do género Baccillus, com excec¢do da espécie B. polymyxa(KIM, SINGH, et
al.,, 2014) em EEL (ELS-elastic light scattering). O artigo apresentou o0 primeiro
estudo de explicacdo tedrica para a formagcdo dos salpicos gerados pelo

espalhamento da luz (laser) sobre colbnias de bactérias. Segundo os autores, a
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medida em que havia o aumento da rugosidade, o tamanho dos salpicos diminuia e
a sua quantidade era aumentada, de tal maneira que os circulos concéntricos eram
suprimidos em lugar de uma massa de salpicos aleatérios (speckle). Esse
comportamento estaria intimamente ligado a rugosidade prevista pelo mecanismo de
motilidade por enxameacdo (swarming) na espécie, altamente dependente da
viscosidade do meio de cultura e da composicéo de nutrientes.

A viabilidade da metodologia EEL (Bardot e pBardot) também foi testada para
meios de cultivos especificos geralmente utilizados em andlises de rotinas
laboratoriais para avaliacdo da qualidade dos alimentos. Uma andlise detalhada
buscou identificar diversos sorotipos de Salmonella em meios especificos distintos
do BHI, mais comumente testado em pesquisas anteriores (SINGH, BETTASSO, et
al., 2014). Os resultados foram de alta precisdo para cultivos em meios como BG
(verde brilhante/brilliant green), XLD (xylose lysine deoxycholate) e XLT4 (xylose
lysine containing tergitol 4, a sodium salt de 7-ethyl-2-methyl-4-undecanol hydrogen
sulfate). Outro teste semelhante, revelou precisédo em mais de 90% para cultivos de
sorotipos de Escherichia coli (026, 045, 0103, 0111, 0121, 0145, O157) em meio
de cultivo seletivo, sorbitol MacConkey (SMAC)(TANG, KIM, et al., 2014).

Os trabalhos iniciados por Bae e colaboradores para andlise de cultivos
bacterianos em meios solidos e semissolidos, diretamente das placas de Petri, por
meio do espalhamento elastico da luz e tratamento de dados baseados em imagem,
foram a chave que abriu a porta para uma nova geracdo de biossensores nao
destrutivos, nado invasivos, livres de marcadores e reacbes bioquimicas e de
medicdo em tempo real. As suas pesquisas tornaram-se, portanto, referéncia para
outros pesquisadores em diversos paises.

Somente em 2015, foi realizado o primeiro trabalho direcionado para um novo
campo de aplicagdo da metodologia ELL, as analises clinicas microbiolégicas e néo
somente da pericia em saude dos alimentos (MINONI, SIGNORONI e NASSINI,
2015). Os autores foram motivados pelas indagacdes referentes a maior
complexidade das amostras de aplicacdo clinica. Sob o0 ponto de vista
microbiolégico, a diferengcas compreendem desde a maior variedade de espécies
bacterianas (ver quadro 3) em uma mesma amostra até as modificacdes
caracteristicas de acordo com o tipo de amostra, ampla carga bacteriana e o grau de

infeccéo.
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Minoni, Signoroni e Nassini (2015) ressaltaram que as principais dificuldades
na medicdo, estaria em fixar o di@metro 6timo das colbnias (ver quadro 3)
ocasionando um problema na delimitacdo do tempo de cultivo mediante as
peculiaridades desse perfil de amostras, sugerindo a implementacdo de um sistema
que independente quanto ao tamanho das colbnias. E prover um processo de
incubacéo eficiente. J& que o processo de incubagdo automatizado seria inadequado
para essas amostras.

Neste importante trabalho, os pesquisadores construiram um protétipo
manual, automatizavel, baseado no BARDOT e analisaram um rol de bactérias
consideradas mais impactantes causadoras de infeccdo urinaria em pacientes
hospitalizados em UTI. Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus saprophyticus, Proteus mirabilis, Escherichia colieEnterococcus
faecalis. Familia Enterobacteriaceae: Klebsiella pneumoniae, Salmonella
Typhimurium e Yersinia enterocolitica. Além disso, meios de cultivos como Agar
Muller Hinton, CHROMA garby BD, dos fornecedoresBD e Biomérieux foram
testados nessa pesquisa (quadro 3).

Em contradicdo com o sistema proposto pelos demais trabalhos em que se
referenciaram, Minoni, Signoroni e Nassini (2015) sugeriram a independéncia do
sistema Optico de medicao em funcao do didmetro da coldnia e propuseram um novo
protétipo em que a adaptacdo de uma lente objetiva entre o laser e a placa de Petri
faria variar o diametro do laser adequando-se ao diametro da colénia. Nesse caso,
ao invés de fixar o tamanho da colénia variando o tempo de cultivo, foi fixado o
tempo de deteccdo. Além disso, 0s pesquisadores realizaram a mudanca da posi¢ao
da camera de scattering para compensacdao das diferencas dos tamanhos das
imagens a medida em que as dimensfes das colbnias eram variaveis. Conforme

apresenta a fig. (22).

2.4.4.8 Perspectivas futuras

Em todos os biossensores de medi¢cdo por espalhamento eléstico da luz,
como BARDOT e correlatos, a medicdo somente seria possivel sob a condicdo de

transparéncia do meio de cultivo. Diante disso, Genuer, Gal, et al., 2016, divulgaram
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0 surpreendente trabalho em que obtiveram padrées de espalhamento de
microcolbnias cultivadas em meio opaco. Nesse modelo denominado MICRODIFF
system, com um conjunto Optico modificado, os padrdes foram obtidos atras da
frente de difracdo (backward) em substituicdo ao padrdo para a frente de dispersao
(forward). Desta maneira, favoreceu o uso de placas de Petri com meios de cultivos
prontos,comerciais.

N&o obstante, Genuer, Gal, et al., 2016, compararam resultados de aplicacao
dos polindbmios invariantes de Zernike e momentos invariantes de Fourier-Bessel
como descritores de imagem. Os resultados com os segundos descritores foram
incrivelmente melhores nessa nova proposta quanto ao tempo de deteccdo se
comparados com 0s sistemas anteriores em que se inspiraram. Outro fator
relevante, foi a aplicacdo da metodologia em cultivos de analises clinicas.

Os projetos similares desenvolvidos por outros grupos de pesquisa ho mundo
foram importantes para incrementacdo de melhorias no sistema de medicdo para
solucionar algumas limitacdes dos modelos BARDOT e pyBardot. Observa-se que as
alteracdes posteriores sao principalmente de cunho instrumental quanto a fisica-opto
mecanica e as aplicacbes e interpretacdbes de profundo conhecimento
microbiolégico, sem o0s quais os trabalhos estariam inadequados ou mesmo,
inviabilizados. Como decorréncia, o arcabouco computacional para automacgéo e

visdo computacional fora geralmente adaptado as evolucdes.

Quadro 3. Panorama histérico de espécies bacterianas identificadas pelo método
ELL
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Fonte: Préprio Autor
(scatterometer, Bardot, pBardot e outros sistemas similares) publicadas em artigos cientificos.

Figura 22 - Sistema de espalhamento da luz (scatterometer)

LS | . |

C1

FL

Fonte: Retirado de Minoni, Signoroni e Nassini (2015)

LS: laser source; FL: lente objetiva para foco; PD: placa de Petri; RI: anel de iluminacgdo; C1: camera
de imagem de alta definicdo; C2: cdmera de padrdo de espalhamento; ¢LB : didmetro do laser
ajustavel; 9s: angulo de espalhamento; dSC: distancia ajustavel da camera de espalhamento.
Desenvolvido por (MINONI, SIGNORONI e NASSINI, 2015) ara andlise de padrdes de difracdo de
bactérias de interesse nas andlises clinicas.

2.5 MOMENTOS INVARIANTES

Uma imagem digital de tamanho MxN pode ter o momento 2-D de ordem (p +
q), definido como (GONZALEZ e WOODS, 2010):

M-1N-1 (212)

My, = Z Z xPyif(x,v)
x==0 y=0

Em que p e g s&o numeros inteiros positivos incluindo o zero.

Nesta definicdo, 0 momento central de ordem (p+q) € expresso como:
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M-1N-1 (2 . 13)

te = ) ) (= D= D f ()

Considerando-se que p e g sdo numeros inteiros positivos incluindo o zero, temos:

L T (2.14)

hpg (2.15)

p+q (2.16)

2.6 POLINOMIOS DE ZERNIKE

2.6.1 Definicao

Frits Zernike (1888 - 1966), cientista fisico e matematico foi ganhador de
prémio Nobel de Fisica (1953) pela invencdo do microscépio de contraste de fase,
um novo método para analise de objetos transparentes (ZERNIKE, 1942.). Em seus

estudos sobre a oOptica ndo linear (1934), elaborou o sistema de equacdes
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matematicas para descrever aberracdes Opticas de frentes de onda monocrométicas
(wavefronts) a partir de superficies geométricas.

As tecnologias que envolvem medicdo e andalise de frente de onda,
geralmente com uso de LASERSs, utilizam os momentos invariantes de Zernike para
caracterizar os padrdes de patologias oftalmolégicas, por exemplo, em que 0s erros
de uma imagem oOptica do olho humano sédo quantificadas e classificadas (JANKOV,
2002).

Sob a perspectiva das Opticas geométrica e fisioldgica, cada polinbmio de
Zernike representa uma forma geomeétrica Unica (ver fig 23), interpretada como uma
aberracéo tipica isolada. O exemplo mais usual da aplicacdo dos polindmios é na
classificagdo de patologias oftalmolégicas, como no Desfoco ou ‘esfera’ e
Astigmatismo ou ‘cilindro’. Nessa aplicacdo, o somatoério de todos os componentes
descreve a aberracgao total, de maneira que os componentes sdo descritos variando-
se a ordem (JANKOV, 2002).

Os momentos invariantes de Zernike compdem um conjunto de funcéo

momento ortogonal integrados dentro de um circulo unitario, ( x>+ y? = 1), e séo

considerados uma classe complexa de polinbmios reconhecidos em Optica
geométrica que podem ser descritos como (WANG, MOTTERSHEAD e MARES,
2009):

Vi (,3) = Vi (0,8) = R, (0™ (2.17)

Onde os indices n e m representam a ordem e a repeticdo, respectivamente.
Os valores de n e m devem atender as seguintes condigdes:

» n pertence aos numeros inteiros positivos, tal que n 20

» m pertence ao conjunto de nameros inteiros positivos e negativos, tal
que n-|m|, I[m| £ n, ou seja, a ordem (n) & sempre maior ou igual a
frequéncia (m)

> p é o vetor que mede a distancia radial normalizada entre 0 e 1 (0<p <
1),

> 0 é o angulo azimutal entre o vetor p e 0 eixo x no sentido anti-horario
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A descricdo geral dos polinémios radiais R, ,,, (p) € representada na equacgao

2.18 como:

(n—|m|}/2 : (2 . 18)

EM que R, (p) = R, (p)

A matematica dos polinbmios de Zernike é definida considerando-se a ordem
(n) e a repeticdo ou frequéncia (m). também podem ser distintos em pares (equacéo

2.19) ou impares (equacao 2.20):

Z(p,B) = R (p) cos(mb) (2.19)

Z™(p,8) = R (p) sin(mf) (2.20)

A Optica geométrica classifica os momentos de Zernike conforme a ordem em
polindbmios (ver fig.23) de: baixa ordem, 0 < n < 2, e alta ordem, com n > 2 (JANKOV,
2002; TEAGUE, 1980).

O sistema de equacdes dos polindmios de Zernike é caracterizado pela
ortogonalidade dos polinbmios entre si dispostos em estrutura piramidal contidos em
um circulo de raio unitario (VON F, 1934). A caracteristica da ortogonalidade é fator
precipuo que confere a esses polinbmios a ndo redundancia de informacdo quando
aplicadas em andlise de imagens. Diferenciando-se dos momentos regulares ou
centrados geomeétricos, a exemplo dos momentos invariantes de Hu (TEAGUE,
1980).

Matematicamente, a ortogonalidade entre duas fungdes f(x) e g(x) no intervalo
a < x < b existe se o produto interno for igual a zero:

(.90 = | FgCax (2:21)

ou
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_ = (2.22)
(Flg() = | FIgwlx)dr= 0

Em que w(x) é funcdo de ponderacéo.
A ortogonalidade entre os polinbmios de Zernike pode ser calculada como o

produto entre as fracfes radiais e angulares, expressa ha equacgao 2.23:

Jz;‘f(p,ejz;:?" (0,6)d%r =—2_5, 6, (2.23)
; ; GO

Em que €, é determinado como m=0 e 1 se m #0; d*r = pdpdg; é O

Jacobiano do sistema de coordenadas do circulo; & representa o célculo da

n,nf

ortogonalidade dos polinbmios contidos na parte radial e & ortogonalidade

T,

polinomial na parte angular.

Nas andlises por imagem, os momentos ortogonais de Zernike ja foram
aplicados para recuperacdo de imagens baseada em contelddo, classificacdo de
objetos, reconhecimento de padrbes (KIM, SINGH, et al.,, 2014), modelo de
reconhecimento de forma e cognigcédo de elemento finito (WANG, MOTTERSHEAD e
MARES, 2009), descricdo de formas e margem para a classificacdo de nddulos de
massa em benigno e malignos em mamografias (TAHMASBI, FATEMEH e
SOUKOUHI, 2011).
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Figura 23 - Apresenta as cinco primeiras ordens de polinbmios de Zernike.

Fonte: http://astro.if.ufrgs.br/telesc/aberracao.htm

2.6.2 Aplicagdo como descritores de imagem

Os polinémios de Zernike sdo amplamente utilizados em visdo computacional
em gque através dos momentos de Zernike é possivel mapear uma imagem em um
conjunto de polinbmios de Zernike complexos (HWANG e KIM, 2006).

Teague(1980) introduziu a teoria geral dos momentos para andlise de
imagens bi-dimensionais a partir dos polinbmios de Zernike, em que revelou como
vantagem desses algoritmos, a propriedade de invariancia para translagao,

orientagdo e tamanho das imagens.


http://astro.if.ufrgs.br/telesc/aberracao.htm
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Os momentos de Zernike podem representar as propriedades de uma
imagem sem redundancia ou sobreposicdo de informagdes entre 0os momentos.
Essas caracteristicas sdo principais argumentos para seu uso em reconhecimento
de padrbes (BANADA, HUFF, et al., 2009, HWANG e KIM, 2006, TAHMASBI,
FATEMEH e SOUKOUHI, 2011), funcionam, portanto, como descritores de imagem.

Matematicamente, uma imagem pode ser expressada como fungdes

bidimensionais de amplitude (quantidade escalar positiva) ou valor f(x,v), a partir

de uma origem (GONZALEZ e WOODS, 2010). A funcéo da imagem é diferente de
zero e infinito toda vez que uma imagem for gerada por um instrumento fisico (por
exemplo: cameras, filmadoras, microscopios e outras tecnologias), comum as
aplicacdes em visdo computacional. Condicdo em que os valores de intensidade da

imagem sao proporcionais a energia irradiada, representada como (equacao 2.24):

0< flx,v) <o (2.24)

A quantidade de iluminacdo sobre o cenario que esta sendo visualizado ou
componente de iluminacao, i(x,y), e a quantidade de iluminacdo refletida pelos
objetos do cenéario ou componente de refletancia r(x,y) caracterizam a funcdo. Mas
em casos de haver transmissao da luz, é determinada a fungéo de transmissividade
t(x,y) (GONZALEZ e WOODS, 2010).

Expressos como:

i(xv);0 <i(x,y) <o (2.25)
r(x,v):;0 <r(x,yv) <1 (2.26)
out(x,v); 0 < t(x,y) <1 (2.27)

Considerando-se os componentes de iluminagéo e refletancia, a fungdo da imagem

é defina pelo produto dos seus componentes, como:

fla,v) = ilx, v)r(xy) (2.28)
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2.6.3 Computacao dos momentos de Zernike

Ao menos trés etapas determinam a computacdo dos momentos de Zernike
de uma imagem de entrada: computacdo de polindmios radiais, computacao de
funcdes de base de Zernike, e computacdo de momentos e Zernike da projecéo da
imagem para a base de funcdes (HWANG e KIM, 2006; TAHMASBI, FATEMEH e
SOUKOUHI, 2011). Contudo, algumas etapas de pré-processamento, como
equalizacao do histograma, suavizagao, realce ou mesmo invariancia a translacao e
escala das imagens(TAHMASBI, FATEMEH e SOUKOUHI, 2011) podem ser
requisitadas anteriormente a etapa de extracao de caracteristicas pelos polindémios.

Os polinbmios de Zernike sdo invariantes somente a rotagdo, no entanto
somente apd6s a primeira normalizagdo das imagens, usando 0S momentos
geomeétricos regulares € obtida a invariancia em relacéo aos parametros de escala e
translacdo (KHOTANZAD e HONG, 1990).

Adotando-se a representacdo algoritmica para construcdo de algoritmo
computacional dos momentos de Zernike, cada etapa é, em seguida, descrita
separadamente (HWANG e KIM, 2006;TAHMASBI, 2011):

2.6.3.1 Dos polindbmios radiais

Sendo este 0 primeiro passo para a computacdo dos polinémios de Zernike
para uma imagem de entrada, em que se determina o valor real do polinbmio radial
1-D(TAHMASBI, FATEMEH e SOUKOUHI, 2011), como descrita na equacao 2.18.:

2.6.3.2 Das funcdes de base

O polinémio de Zernike complexo é dado pela equacdo 2.17 e satisfaz a

condicao de ortogonalidade, descrita pela equacgéao 2.30:
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2.6.3.3 Da projecéo da imagem para a base fungdes

Em geral, as imagens geradas por sensores sao retangulares (RASHID,
2015), devido ao sensor ser retangular. Embora a lente seja circular. Ao aplicar os
polinbmios invariantes, a extensao da imagem esta delimitada em um espaco de raio
entre 0 e 1. Em que, x €[-1,+1] e y €[-1,+1]. A invariancia a rotacdo dos momentos
de Zernike é determinada considerando-se a regido de interesse (ROl — Regions of
Interest) definida no interior do circulo e toda a regido externa ao circulo e que
desaparece no processo de descricdo da imagem, conforme apresenta a figura 24.
Assim, a equacdo dos momentos complexos de Zernike conforme a ordem (n) e a
repeticao (m) é definida (TAHMASBI, FATEMEH e SOUKOUHI, 2011) como:

- 1 (2.29)
J f(p, )V, (0, 8)pdpdb

n+1

4

b
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Em imagens digitais os polinbmios (equacdo 2.29) sdo definidos em
somatoérios normalizados [0,1]. Assim, em imagens digitais a determinacdo dos

momentos assume a forma:

N—1N-1 (230)
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Onde, 4, é um fator de normalizagédo, 0 =< p_,. =1, e f(c,r) € a funcdo da
imagem transformada, sendo p..e 6. a distancia transformada e a fase,

respectivamente, do pixel (c,r) da imagem apresentados nas equacodes 2.34 3 2.35
abaixo. Sendo que c e r sdo respectivamente, o nimero da coluna (column) e da

linha (row) da imagem, de acordo com a representacao abaixo (fig.24).

Figura 24 - Apresenta 0 mapeamento da imagem normalizada [0,1].

0 r N-1 1 A
[T 1 L ™ . ]
£ B
C “ N >
-1 @ I 9 ‘ 1
l ‘ HEE =
N \ ' /I/
N [ ] 55 1| (12
T
a b -1 |

Fonte: Adaptado de Hwang e Kim, 2006.

Em que r e c representam linha e coluna, respectivamente. Os pixels representados na por¢cado
externa aos circulos ndo sdo computados para os polindmios de Zernike da imagem. A imagem
digital de tamanho NxN ou f(c,r) em (a) e (b) aimagem mapeada dentro do circulo unitario ou f(p,0).

Continuando, para f(p, #), a computacéo do vetor que mede a distancia radial

normalizada (p,,.) € a fase do pixel (8_,.) € assim definida:

J2e—N+1)T+(2r— N+ 1)? (2.31)
J':'c!' = '
N
N—1-2
8. = tan™! [—TJ (2.:32)
- 2e—N+1
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2.6.4 Custo computacional

Os trabalhos de uso dos momentos de Zernike como descritores de imagens
revelam elevada precisdo. Apesar da maior demanda de tempo para resultados
computacionais alguns trabalhos tém evoluido o modelo, propondo expansdes para
expressao de resultados em tempo-real (HWANG e KIM, 2006).

Segundo, Teague (1988) quando aplicadas ao processamento de imagens,
as propriedades dos polinbmios invariantes diferenciam-se segundo a ordem (n)
obtendo-se interpretacdes distintas entre aqueles conhecidos como de baixa ordem
e de alta ordem. O autor afirma que os polindbmios de primeira ordem (0<n<10)
funcionam para a localizacdo do centroide da irradiacdo distribuida no plano da
imagem, enquanto que os momentos de segunda ordem definem o tamanho e
orientacao da imagem.

Além disso, a sensibilidade ao ruido serd menor com a reducdo da ordem do
momento apesar de momentos com elevada ordem serem favoraveis a captacéo de
informacdes de detalhes finos de uma imagem (BAYRAKTAR, BANADA, et al.,
2006). Esta ultima condicdo é importante no processo de visdo computacional
direcionada ao reconhecimento de padrdes.
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3. METODOS E TECNICAS DA PESQUISA

3.1 ABORDAGEM METODOLOGICA

Este trabalho baseia-se em pesquisa empirica, quali-quantitativa que consta
em aplicar a teoria escalar da difracdo e a técnica do espalhamento elastico da luz
para deteccdo de bactérias redutoras de sulfato presentes em agua de producao de
poco petrolifero. O desenvolvimento da pesquisa envolve as etapas de: construcédo
de um sistema o6ptico de medicdo por espalhamento elastico da luz (SOMEEL),
analise de bactérias redutoras de sulfato pelo SOMEEL e o processamento digital de
imagens com a aplicacdo dos polindmios invariantes de Zernike. O resultado final
deverd indicar as condi¢des de viabilidade para identificacdo desse grupo bacteriano
pela metodologia, apresentando possiveis solucdes.

Este projeto integra um projeto mais amplo que consiste em construir um
protétipo do instrumento éptico da técnica EEL para medicdo de bactérias de
diversas espécies, em varias areas que admitem o controle microbiol6gico. A partir
do momento em que se delimitou o grupo alvo de bactérias, foi elaborado o fluxo de
trabalho que se iniciou com a identificagdo de bactérias BRS de um poco de petréleo

e conclui-se com a extracéo de fatores, como segue na figura 25.

Figura 25 - Diagrama de fluxo para identificagdo de BRS em cultivo misto por
SOMEEL

Aquisicdo de cultivo

Construgdo do misto de cepas BRS
SOMEEL

GP /CIMATEC

Andlise via EEL

padroes
LABEM CIMATEC

Descri¢ao das Pré-processamento
imagens digital de imagens

Fonte: Préprio autor (2016)
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3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Delimitacéo do grupo de bactérias

A escolha do grupo de bactérias para teste de viabilidade de analise pelo
SOMEEL ocorreu mediante revisdo de literatura sobre o controle de micro-
organismos na indastria do petroleo e gas, utlizando as palavras-chave:
microbiologia do petréleo, biocorroséo, identificacdo de bactérias redutoras de
sulfato. Utilizou-se as plataformas de pesquisa: periddicos Capes, Bireme e LibGen;
adotou-se o seguinte referencial tedrico: Popoola (2013), Almeida (2006), Ollivier
(2005), Trabulsi e Alterthum (2004).

Adotou-se a visitacdo técnica a Instituicdes e laboratérios para agregar
conhecimento em torno da microbiologia do petrdleo, dentre as quais estao:

Universidade Petrobras para compreensédo a cerca da importancia da técnica
EEL para o biomonitoramento na Industria de Petréleo, Gas e Biocombustiveis
foram realizadas contribuindo para a escolha do grupo de bactérias alvo de
pesquisa, as BRS;

Laboratério de Microbiologia de Alimentos, Senai/Cetind para atualizacdo do
conhecimento sobre a pratica laboratorial em microbiologia, meios de cultivo e
métodos analiticos instrumentais;

A delimitacdo das bactérias alvo de pesquisa ocorreu considerando os
aspectos morfolégicos como circularidade, diametros das colbnias; as caracteristicas
de cultivo a exemplo do meio de cultivo, tempo de cultivo, facilidade de cultivo e a
importancia para o biomonitoramento da industria. Apos delimitado para o grupo
BRS, realizou-se uma vasta pesquisa literaria para selecdo das espécies mais
monitoradas na industria e aquelas que seriam mais facilmente cultivadas; seguindo-
se do levantamento de cole¢cbes de micro-organismos e de fornecedores de cepas
padrées de BRS como dos géneros Desulfotomaculum e Desulfovibrios;

A sequir, foi realizada uma parceria com o Laboratorio de Biotecnologia e
Ecologia dos Micro-organismos (LABEM) na UFBA. Através dessa parceria foi
adquirida uma placa de Petri contendo cultivo de bactérias redutoras de sulfatos

cultivadas em a partir de amostra de aguas de producdo de poco de Taquipe,
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ressaltando-se que todas as etapas de cultivo (figura 26) foram realizadas pelo
LABEM. Os experimentos e informacdes a seguir.

3.2.2 Amostras

Para o presente estudo foi utilizado o cultivo em placa de Petride BRS
desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia e Ecologia de Microrganismos
(LABEM), Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia (UFBA), a
partir de cepas isoladas de fluido de reservatorio de Campo Petrolifero, poco de
Taquipe. As cepas utilizadas neste trabalho fazem parte da colecdo de micro-

organismos depositados no LABEM.

3.2.3 Cultivo de BRS

As cepas isoladas foram reativadas em meio Postgate modificado (tab.4)
contido em frasco de penicilina purgado com nitrogénio para expulsdo do oxigénio,
vedados com tampas de butila e lacre, esterilizado em autoclave a 121 °C por 15
min. Adicionou-se 1 ml da cultura em cada frasco contendo 9ml do meio, sob
condigBes de ambiente anaerdbio e incubadas simultaneamente a 38 © C por 48h
em estufa bacteriolégica. Em seguida, foi realizado repique de cada cultivo e
diluicdes decimais seriadas até 108. Procedeu-se a etapa de isolamento das
colonias inoculando-se 100 ul de cada diluicdo em meio Postgate (tab. 4) solidificado
com acréscimo de 2% agar bacteriolégico em camera de anaerobiose (BACTRON) e
incubado a 38° C por cerca de 48h, conforme apresenta o fluxograma na figura 26.

A placa de cultivo adquirida foi mantida em armazenamento refrigerado no
LABEM por 21 dias e 03 horas em temperatura ambiente para eliminacdo do efeito
de condensacédo da agua. No momento do experimento com o SOMEEL o meio de
cultivo apresentava uma altura de aproximadamente 1cm, cor amarelo claro,
translicido, sem goticulas de agua ou umidade. As coldnias cresceram na superficie

do meio de cultivo, caracteristico da técnica de plaqueamento por espalhamento ou
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spread plate. Um total de 28 colbnias de BRS foram adquiridas na cultura, das quais

cinco foram selecionadas para a analise no laboratério de Fotdnica.

Tabela 4 - Composicao do meio Postgate modificado.

Substancias Quantidade Concentracdo
Cloreto de Sédio(NaCl) 15¢g 1,5%
Fosfato de potassio (KH2P0O4) 0,59 0,05%
Cloreto de amdnio(NH4CI) 1,0g 0,1%
Sulfato de sddio(Na2S04) 1.0g 0,1%
Cloreto de célcio(CaCl2) 1,0g 0,1%
Cloreto de Magnésio hexahidratado 1,83¢g 0,183%
(MgCl2.6H20)
Extrato de levedura 1,0g 0,1%
Acido ascorbico 0,1g 0,01%
Tioglicolato de sddio 0,0129¢g 0,0013%
Citrato de sédio 6,389 0,638%
Lactato de sédio 1,75mL 0,175%

Fonte: Préprio autor (2016)

Figura 26 - Fluxograma de cultivo de BRS realizado pela equipe do LABEM
apresentado no Workshop anual de avaliagdo do PRH 55 2016

Reativacdo

Aliguota {1ml) Fr 3 mil
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Diluicdo

g

Fonte: Préprio autor (2016)
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3.2.4 Caracteristicas morfologicas

A selecdo das colonias de BRS cultivadas em placa de Petri ocorreu
mediante andlise qualitativa a olho nu da morfologia e por meio de lente de aumento.
Foram consideradas para a analise pelo SOMEEL as col6nias que apresentaram
circularidade, diametros entre 0,5 e 1,0 cm (figuras 29 e 30). Os conglomerados de
colonias, as colbnias sobrepostas ou muito proximas e as colénias parcialmente

degradadas foram desconsideradas para a analise no sistema optico.

3.2.5 SOMEEL

A construcdo do sistema Optico foi baseada em revisdo de literatura e foi
construido com base nos modelos desenvolvidos nos trabalhos de Bae (2008),
Banada (2007) e Buzalewicz (2014). Em torno de oito experimentos foram
desenvolvidos no Laboratério de Optica e Fotdnica para desenvolvimento do
protétipo 6tico visando a promocéo do espalhamento elastico da luz pelas colbnias
de BRS. Envolvendo, inclusive, testes com bactérias aerébias e anaerdbias de
amostras de alimentos e efluentes. Os experimentos relativos ao sistema s&o
apresentados no item Experimentos.

Utilizou-se as plataformas de pesquisa, periddicos Capes, Bireme, e sites
especificos como da Institut Purdue, SPIE, LibGen, para a pesquisa de referéncias,
através das palavras-chave: métodos Opticos de identificacdo de bactérias, LASERs
opticos, elastic light Scattering, Bardot, Scatterograms; estudos auto didaticos
acerca do tema foi realizado adotando-se o0 seguinte referencial tedrico sobre
principios fisicos de difracéo, lasers e instrumento de medi¢do de bactérias via EEL:
Bai (2009) Banada, Guo, et al.(2007), Bae (2012b), Bayraktar (2006), Buzalewicz,
Wieliczko E Podbielska (2011,2014), Robinson, Rajwa et al.(2008).
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3.2.5.1 Teste com laser

A metodologia constou em incidir o laser sobre um corpo esférico transltcido.
O teste foi realizado com um material ndo biolégico. Um sistema a laser foi montado
em bancada Optica para os testes iniciais com o laser.

Uma lamina de vidro hematolégica foi preparada com goticulas de material
polimérico transparente para os testes com o laser. As goticulas foram dispostas
entre si evitando a sobreposicdo e atingindo diametros de aproximadamente =1mm.
Apés as goticulas estarem solidificadas foram conduzidas ao teste com laser.

O sistema simples incluindo laser de diodo (Thorlabs, modelo CPS 180) de
635 nm de comprimento de onda (zona do vermelho), poténcia de 1mW e diametro
de 4mm foi montado em bancada Optica. Dois espelhos foram posicionados para
direcionamento do LASER no caminho Optico. Uma iris foi colocada para
centralizacao do laser. Apés a iris foi adicionada uma lente com a funcéo de reduzir
o diametro do feixe do Laser. O laser foi posicionado em linha paralela ao caminho
otico de leitura da placa. A centralizacdo do laser foi avaliada por meio de um
anteparo ou régua Optica especifica para a funcdo fornecido pela Thorlabs. O

sistema € apresentado na fig. (27).

3.2.5.2 Foco e iluminagao da placa de Petri

Testes para captura de imagem da placa inteira e localizacdo de cada col6nia
bacteriana foram realizados com coldnias de espécies bacterianas monitoradas em
alimentos, conforme a figura 27, cultivadas no laboratorio de microbiologia de
alimentos cedidas pelo Senai/Cetind.

Placas de cultivo do género Salmonella spp., Proteus spp. cultivadas em meio
BHI e culturas mistas de bactérias anaerdbias presentes em aguas efluentes
cultivadas em meio Tripse Soy Agar (TSA) foram, gentiimente, cedidas pelo
laboratdério de microbiologia de alimentos, Senai/Cetind. Os meios apresentaram
coloragdo amarelada. As colbnias de Salmonella spp. apresentaram coloracdo
réseo-avermelhado, bem como algumas colénias do cultivo misto. Outros cultivos

apresentaram col6nias sem pigmentacao.
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O desenvolvimento do experimento contou com a participacdo dos
mestrandos Roberto Espinheira (engenheiro eletricista); Tatiara L.R da Silva
(farmacéutica) e da orientadora Valéria L. da Silva (Dra. em Fisica).

O experimento foi realizado montando um sistema para captura de imagens
das placas de Petri na posicao vertical (montagem ao fundo da Figura 27). Em um
suporte foi adaptados uma garra com uma base de apoio vasada para a placa de
petri, na posicdo acima da placa foi posicionada uma webcam para notebook da
Microsoft, modelo Lifecam HD-6000, utilizada para fotografar as colénias cultivadas
em placas de Petri. A cdmera foi conectada via cabo USB a um notebook para
captura através de software especifico. As distancias do sistema séo: distancia entre
a placa de Petri e a camera (d) é de aproximadamente 12 cm; altura entre a camera
e a base do suporte de 13,5 cm, a altura total do sistema em torno de 25,5 cm.

Inicialmente foram utilizados papéis do tipo oficio branco e papel cartolina
preto para avaliar o quanto a coloragdo do fundo do suporte implica na visualizacao
das colénias. Com ambos os papéis de fundo foram avaliados a iluminacédo da placa
incidindo luz branca a partir de uma lanterna de LED luz branca. Nessa etapa, foram
fotografadas as imagens considerando iluminacéo direta acima, abaixo e lateral as
placas. Nas trés condi¢cdes foram consideradas cultivos com col6nias pigmentadas e
nao pigmentadas.

Figura 27- Sistema de alinhamento do LASER 635nm
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Fonte: DA SILVA, DA SILVA e SENNA, 2015
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3.2.5.3 Anteparo

Ao menos seis tipos de materiais foram selecionados para o teste de escolha
do anteparo. Um deles em pléstico e os demais em papel. Todos em tons de branco.

Placas cultivadas com cultivo misto de bactérias anaerdbias provenientes de
aguas efluentes que haviam sido utilizadas no experimento 03 e armazenadas em
geladeira, foram colocadas em temperatura ambiente até eliminacdo das goticulas
de &guas. As placas que apresentaram umidade no meio de cultivo foram
desconsideradas para a analise.

Os materiais foram testados invidualmente quanto a capacidade de promover
melhor transferéncia da imagem formada na frente para o verso do anteparo.
Caracteristicas como brilho, contraste, textura, ruidos e distor¢des acrescentados a

imagem capturada foram observados.

3.2.5.4 Camara escura e Prot6tipo Optico

Uma caixa escura com material de isopor foi construida, com as faces
externas e internas cobertas de papel cartolina fosco, preto (fig. 28). Uma tampa
superior e frontal foi elaborada para facilitar o manuseio durantes a leitura das

placas de Petri, sem comprometimento do isolamento total da luz.

3.2.6 Teste dos meios de cultivos

Este experimento consistiu em adquirir placas de Petri de vidro e de plastico
com diferentes meios de cultivos para com o laboratério de microbiologia dos
alimentos (Senai/Cetind). As placas foram dos diferentes meios de cultivo: Triple
Sugar Iron (TSI agar: agar acgucar/ferro), Xylose Lysine Deoxycholate agar (XLD
agar: Agar de Desoxicolato-lisina-xilose), Lysine Iron Agar (LIA agar: Agar Lisina
Ferro), Trypticase Soy Agar (TSA agar: Agar Triptico de Soja), Hektoen Enteric Agar
(HE agar: Agar Hektoen Entérico).



128

O sistema utilizado nessa etapa foi 0 da Figura 27. Também foram repetidas
as etapas de alinhamento e centralizagéo do laser conforme o experimento do teste
com laser optico, anteriormente descrito.

As placas foram posicionadas no caminho 6tico do laser observando a
transmissdo da luz do laser. Em seguida, foram analisadas as caracteristicas de
opacidade, estriacdo e humidade em meios de cultivo semissélido sem cultura

bacteriana, avaliando a transmissao da luz e efeitos de difracéo.

3.2.7 Padrdes de difracao de BRS

Um laser de diodo (Thorlabs, modelo CPS180) operando em 635nm e 4mm
de diametro, com poténcia de 1 mW foi utilizado para iluminar algumas das colbnias
de bactérias cultivadas numa placa de Petri fixada num estagio de translagéo x-y. O
laser foi posicionado em linha paralela ao eixo do caminho Optico. Dois espelhos
paralelos dispostos em posi¢do cruzada perpendiculares entre si e uma iris foram
utilizados para auxiliar no alinhamento e direcionamento do laser. Em seguida, uma
lente éptica foi usada para maior colimacéo do laser. O feixe de laser passa por um
orificio de 2 cm de diametro localizado no centro da bandeja circular, adaptada em
um estagio de translacdo x, y, ambos posicionados verticalmente ao eixo do laser. A
funcdo da bandeja é funcionar como suporte para a placa de Petri que contém o
cultivo bacteriano em analise.

As placas de Petri sdo de material plastico, polipropileno, transparente que
permite a passagem da luz. Comp8em-se de duas partes: a base e a tampa. Todas
as placas foram analisadas com a tampa, padronizando a posicdo da base em
contato direto coma bandeja de fixacdo. A placa de Petri com cultivo de BRS
utilizada foi de 0,80 cm de didametro e 0,2 cm de altura total.

O alinhamento do laser, a localizagdo e a centralizacdo das coldnias foram
realizadas de forma manual, ndo automatizada. Ao posicionar o laser sobre cada
colonia, foi realizado o ajuste fino para se atingir o ponto 6timo de centralizacéo
laser/colénia observando a imagem formada.

Uma vez que o laser é centralizado sobre a coldnia, iluminando-a, ocorrem 0s

fendbmenos da difracdo e espalhamento elastico do feixe de laser, gerando um
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diagrama de difragéo, facilmente observado por meio de um anteparo. Os padrdes
de difragcdo variam com a morfologia das coldnias que se diferenciam entre as
espécies bacterianas.

O anteparo constituiu-se de um papel branco de oficio translicido com
gramatura de 56 g/m?, que permite a transmissdo do diagrama de difracédo projetado
a frente do anteparo para trds do anteparo. De tal maneira que o diagrama de
difracdo formado no verso do papel foi considerado para a captura da imagem.
Apesar da formacdo da imagem no anteparo gerar uma imagem com ruido e
degradacdo da resolucdo da imagem do padrdo de difracdo, essa abordagem
permitiu a flexibilidade necessaria para os estudos iniciais.

Os padrées de difracdo projetados para o verso do anteparo foram
capturados por uma camera monocromatica com 1280x1024 pixels (Thorlabs,
modelo DCU224M) com uma objetiva de 12mm (Thorlabs, modelo MVL12M23),
posicionados a uma distéancia de 2 cm em relagéo ao anteparo.

Todo o sistema optico de medicdo (fig.28) foi montado em linha horizontal
sendo fixadas as posi¢cdes e distancias dos componentes durante o teste com a
placa de cultivo de BRS. A iris para alinhamento do laser foi mantida com abertura
méaxima. A melhor posicdo do anteparo foi definida conforme os tamanhos do
didmetro de difragdo distintos entre os variados didmetros das coldnias. A objetiva

acoplada a camera permite ajuste manual de foco e abertura da iris da objetiva.

Figura 28 - A deteccdo de BRS pelo SOMEEL.

Fonte: Préprio autor (2016)

A placa de Petri estd na bandeja de fixacéo e a colbnia é iluminada pelo laser 635nm. O diagrama é
formado no anteparo
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3.2.8 Processamento digital de imagens (PDI)

As etapas de processamento digital de imagens de difracdo correspondem as
andlises quantitativas dos diagramas de difracdo provenientes da iluminacdo de
coldnias de BRS. O desenvolvimento do PDI seguiu as propostas dos trabalhos
desenvolvidos de Banada, Guo, et al.(2007), Bae (2008) e Buzalewicz (2014).
Portanto, a técnica de descricdo de imagens e o software para processamento digital
de imagens foram definidos pautados nas pesquisas que desenvolveram o Bardot e
outros estudos similares. Um fluxograma de atividade foi seguido na fase de
capturas de imagens e PDI, ver figura 31.

Foi realizada reviséo de literatura em plataformas cientificas: periédico Capes,
Bireme, LibGen e por sites especificos. Foram adotadas as palavras-chave:
polindbmios invariantes, Optica adaptativa, polinbmios invariantes de Zernike,
scatterograms, Bardot, processamento digital de imagens, extragcdo de
caracteristicas. Selecionando para referencial tedrico desta etapa os autores: (citar
0s autores).

O cumprimento da fase de producédo de resultados de PDI dos diagramas de
difracdo obtidos se deu principalmente devido aos estudos auto didaticos realizados
para aprendizado sobre processamento digital de imagens, processamento digital de
imagens em Matlab, polinbmios invariantes de Zernike e aplicacdo dos polinbmios
invariantes de Zernike para extracdo de fatores de imagens. Nesta fase, também
foram realizadas a busca e a escolha do algoritmo computacional através do site
MathWorks.

As ferramentas de PDI utilizadas foram, o software adquirido pela
Thorlabsfornecedora da camera CMOS DCC3240M, Image J (Image Processing and
Analysis in Javae MATLAB Starter Application, R2015a, MathWorks®.

O PDI ocorreu em dois blocos, de analise computacional da qualidade das
imagens e descricdo das imagens. Os processos computacionais de ambos foram
independentes entre si, adotando-se etapas distintas de pré-processamento e
softwares especificos, Image J e Matlab, respectivamente. As analises
computacionais realizadas pelo programa Image J nao interferiram na computacao
dos polinbmios de Zernike para descricdo dos diagramas de difracdo por meio do

software MATLAB, no entanto seus resultados foram importantes para a delimitacéo
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de imagens em que foram avaliados os momentos invariantes. O método
computacional serd apresentado a seguir.

Ao final do PDI, foram promovidas sessfes de co-orientacdo para
interpretacdo e discussdo dos resultados obtidos do processamento digital de

imagens.

3.2.8.1 Analise computacional com Image J

Andlise computacional da qualidade das imagens e etapas de pré-
processamento dos diagramas de difracdo. Para o estudo foi utilizada a ferramenta
Image J (Image Processing and Analysis in Java) (Sobre o software: ImageJ Image
Processing and Analysis in Java)para analisar as cinco colonias de BRS e o meio de
cultivo considerando caracteristicas do Histograma, aplicacdo de filtros, e analises
de superficie através das ferramentas Surface Plot e Surface Plot Lire Lute Mesh
3D.

Das cinco col6nias de BRS de espécies desconhecidas e do meio de cultivo
foram capturadas um total de 27 imagens (ver apéndice). Apds a avaliacdo
qualitativa das 27 imagens capturadas foram descartadas as quatro primeiras
imagens da colénia um. As 23 imagens (1280X1024) e intensidade de 8bits, foram
segmentadas definindo-se a regido de interesse (ROI) pelo software Image J e
posteriormente foram analisados os parametros a partir das ferramentas
computacionais do préprio software (ver quadro 4). A fim de apresentacdo dos
resultados foi selecionada uma imagem representante de cada colénia e uma do
meio de cultivo.

Testes comparativos com os padroes de difracdo representantes de cada
colénia foram realizados aplicando-se a equalizacdo e normalizagdo do histograma
nas respectivas ROIs e a analise Mesh da imagem equalizada, a fim de avaliar as

alteracdes possiveis na qualidade do PDI dos padrdes de difracao.
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Quadro 4 — Selecéo de Imagens Capturadas

Colbnia Imagens capturadas (MxN) Image J
Um 8 4
Dois 4 4
Trés 4 4
Quatro 4 4
Cinco 4 4
Meio de Cultivo. 3 3

Fonte: Préprio autor (2017)

3.2.8.1 Descrigéo de Imagens

A descricdo das imagens foi mediante a aplicacdo computacional dos
polindmios de Zernike. O software de escolha para esse estudo foi o MATLAB
Starter Application, R2015a, MathWorks®. Os algoritmos computacionais utilizados
para aplicacdo dos polinémios Zernike em imagens foram adaptados a partir dos
momentos de Zernike (ZernikeMoments) (TAHMASBI, FATEMEH e SOUKOUHI,
2011)toolboxes custom manage, Matlab.

A partir do toolboxes custom manage, Matlab(TAHMASBI, FATEMEH e
SOUKOUHI, 2011), foi incrementada a automatizacdo dos algoritmos
computacionais escrevendo um novo script que unificou e adaptou as etapas de
computacdo dos polinbmios de Zernike para a finalidade desse estudo (ver
apéndice).

Nessa fase da pesquisa, foram avaliadas quatro imagens da colonia um. A
analise dos momentos de Zernike dos padrdes de difragdo foi definida em duas
etapas: pré-processamento e outra de analise com descritor de imagens.

Na etapa de pré-processamento, as imagens (1280X1024) selecionadas apos
analise computacional pelo Image J, foram recortadas retirando as partes que
apresentavam o suporte do anteparo. Posteriormente, todas as imagens foram
dimensionadas para o tamanho (447x640) para assim serem descritas

computacionalmente pelos algoritmos de Zernike.
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A descricdo foi realizada para as imagens de difracdo da colonia um
considerando os estudos sobre 0s seguintes parametros: invariancia a rotacao e as
magnitudes ou amplitudes dos momentos de Zernike.

Para a analise de invariancia a rotacao e definicdo dos momentos de Zernike
foram considerados os valores de m e n que melhor avaliam as bordas e os centros
das imagens considerando a representacdo matematica de Zernike em que o0s
valores proximos de zero se aproximam do centro do circulo unitario. O total de nove
ordens (n,m) foram computadas para determinacdo das amplitudes (A) dos
momentos de Zernike das imagens de difracdo iniciando pela analise do centro para
as bordas.

Um fluxograma das atividades € apresentado na figura (29).

Figura 29 - Diagrama de fluxo de trabalho experimental para deteccdo de BRS com
uso do SOMEEL

Difracdo Captura da g Aquisicdo da Processamento
« Sensor ELS Imagem imagem de digital de

* Imagem da e Sensor de « Computador imagens
difracdo em Imagem e Software de * Image)
anteparo * Captura captura o Pré-

CMOS processamen
to

e Matlab

Fonte: Préprio autor (2016)

Considerando as etapas ii (Difracao e captura da imagem) e iii (Aquisicdo da
imagem e PDI) a partir de cultivo misto de BRS de agua de producédo do Poco de
Taquipe. Um teste computacional adicional comparativo foi incrementado a etapa de
PDI, em que uma breve andlise de qualidade de imagem foi realizada levando em
consideracdo o efeito do contraste da imagem, a partir das andlises dos

histogramas.

Foram delimitadas pelo Image J as ROIs dos padrdes de difracdo imagens
representantes de cada uma das coldénias de BRS e do meio de cultivo. A partir

desse ROI foram salvam duas imagens considerando o ROl sem e com equalizacéo
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e normalizagdo como arquivos BMP. A ROI foi equalizada com saturacao de 0,3%
dos pixels da imagem. Todas as imagens ROIs foram automaticamente

centralizadas em uma imagem de tamanho (1280X1024).

As ROIs equalizadas e normalizadas foram computacionalmente rotacionadas a
90°a direita com uso do software Image J e salvo em BMP. Os arquivos de imagem
dos ROIs em BPMs, resultantes da segmentacédo e processamento pelo Image J,
foram posteriormente descritos computacionalmente pelos polinbmios invariantes de
Zernike com uso do MATLAB Starter Application, R2015a, MathWorks®. Os
resultados foram comparados com os obtidos na etapa anterior em que houve
segmentacao independente entre os softwares Image J e Matlab, quanto a variacéo
dos valores de amplitude com rotacéo fisica e rotacdo computacional. Nessa etapa
foi escolhida uma ordem e frequéncia, n=4 e m=0, para calculo da funcdo de

Zernike.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

No total de cinco colbnias foram analisadas quanto a capacidade de gerar

espalhamento elastico da luz LASER e de fornecer diagramas de difracéo.

Figura 30 - Fotografia da Placa de Petri com cultivo de Bactérias redutoras de
sulfato em meio Postgate modificado.

Fonte: Préprio autor (2016)

As BRS foram cultivadas a partir de amostra de aguas de producdo do pogo petrolifero de Taquipe
pelo LABEM. A numeracao anotada na placa refere-se as cinco colfnias selecionadas para analise
no SOMEEL.
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Figura 31 - Fotografias da placa de Petri apresentando as col6nias selecionadas
para analise conforme caracteristicas de circularidade e diametros.

Fonte: Préprio autor (2016)

4.2 TESTE COM LASER

A centralizacdo do laser foi realizada manualmente ajustando o centro da
imagem circular por meio de uma régua O6ptica (Thorlabs). As goticulas iluminadas
pelo laser geraram um padrdo de difracdo.. Um centro de luz branco brilhante foi

formado, mas sem observacéo de anéis, como apresentam as figuras 32 e 33.

Figura 32 - Fotografia do sistema montado para testes com o laser.

Fonte: Préprio autor (2016)

O LASER ilumina as goticulas de material polimérico translicido gerando um sinal de espalhamento
observado na através da reflexdo da imagem em um anteparo de papel ou régua optica.
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Figura 33 - Fotografias do processo de alinhamento e centralizagdo manuais do
laser dptico utilizando como referéncia a régua oOptica (Thorlabs).

Fonte: Préprio autor (2016)

Na primeira imagem ha difragédo provocada por uma goticula. A partir da terceira fotografia € possivel
verificar algum nivel de espalhamento. A centralizacdo do LASER ao coincidir o centro da
circunferéncia com centro circular representado na régua optica, visualizado na ultima gravura.

4.3 FOCO E ILUMINACAO DA PLACA DE PETRI

Os testes para aquisicdo da imagem das placas de petri com as colonias
revelaram que a iluminagéo difusa por baixo da placa de Petri apresentam melhores
resultados. Quando iluminacdo direta é utilizada, ela deve ser obliqgua para evitar
captura da reflexdo do LED de iluminacdo. € possivel visualizar as colénias
pigmentadas e ndo pigmentadas tanto no fundo claro quanto no fundo escuro. As
colénias ndo pigmentadas sdo melhor visualizadas em fundo escuro. No entanto,
nao foram consideradas colénias enegrecidas. Ver quadro 5.

Observou-se o problema de profundidade de foco entre das colbnias
posicionadas em diferentes alturas no meio de cultivo. Este problema foi minimizado
ao distanciar a camera da placa de Petri, mas com perda deresolucdo dos pixeis

devido ao aumento do tamanho da imagem.
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Quadro 5 - Apresenta as posicoes, acima, abaixo e lateral da iluminagéao
externa da placa de Petri.

Fonte: Préprio autor (2016)

As placas de Petri apresentam cultivos pigmentados e ndo pigmentados. Observa-se as diferentes
visualiza¢cBes das col6nias de acordo com alteracéo de cor do fundo claro (branco) ou escuro (preto).
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4.4 ANTEPARO

Como vimos anteriormente, o feixe laser difratado € muito intenso e satura o
sensor da camera, necessitando de atenuadores de boa qualidade, indisponiveis
naquele momento. Uma outra alternativa € a formacao da imagem num anteparo. A
proposta é de que o anteparo seja translucido e que a imagem seja capturada no
verso do anteparo para que o laser, colonia e imagem sejam colineares e evitem
distor¢des adicionais. Os resultados obtidos para os varios anteparos testados séo:

Papel vegetal : Muita formacao de speckle da luz central, amassa facil, pouca
rigidez e aumento do efeito de textura na imagem

Papel manteiga de rolo: Muita formacao de speckle da luz central

Papel de bloco (56g/m?):: Boa qualidade na imagem em relacdo aos
anteriores

Papel oficio: Boa qualidade na imagem em relacdo aos anteriores, melhor
transmissao da imagem em comparcéo ao papel de bloco

Plastico branco leitoso: Muito brilho no material, maior reflexdo da imagem.

Papel couche fosco: Semelhante ao papel de desenho. Figura (34 e 35).

Figura 34 - Diagramas de difracdo de bactérias anaerobias pelo SOMEEL

Fonte: Préprio autor (2016)

Teste com papel couche (1), papel oficio (2 e 4), papel de bloco (3), papel desenho (5 e 6), papel
seda (7) e papel bloco (8).

Teste realizado com iluminacgao das col6nias de cultivo misto de bactérias anaerébias proveniente de
efluentes (figs. 1- 7) e de Salmonellaspp (fi.08)
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Figura 35 - Gravura apresentando cinco tipos de materiais testados como anteparo.

Fonte: Préprio autor (2016)

Da esquerda para a direita: Plastico, papel manteiga de rolo, oficio, bloco, papel vegetal

4.5 CAMARA ESCURA E PROTOTIPO OPTICO

O sistema optico para a leitura das Placas de Petri cultivadas (figura 36) foi
desenvolvido baseado nos trabalhos de Banada (2007), Bae (2008) e Buzalewicz
(2014). Nesta fase, foram utilizados os seguintes componentes: um laser de diodo
(Thorlabs, modelo CPS180) operando em 635nm com poténcia de 1 mW um estagio
de translacdo x-y, dois espelhos para alinhamento do laser, uma iris, uma lente
focalizadora, um suporte para placa de Petri,um suporte para anteparo posicionado
entre 250-300 mm, distancia entre anteparo e camera de aproximadamente 15,00
cm; uma camera monocromatica com 1280x1024 pixels (Thorlabs, modelo
DCU224M) com uma objetiva de 12mm (Thorlabs, modelo MVL12M23) (fig.05) foco
ajustado no limites 55-110 mm e acoplada a um Notebook com software especifico
(fig.36 (06)).Todo o sistema Optico foi montado na bancada Optica, em linha
horizontal e envolvido pela caixa escura. Conforme apresentam a figura 36.

Os testes de atenuacdo do laser foram repetidos e observados os seguintes
resultados.

Os ajustes de alinhamento sao realizados manualmente por meio do eixo de
rotacdo X, movimento lateral e y, movimento vertical. Todos os componentes da
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fracdo de propagacédo e alinhamento do laser no caminho éptico séo fixados. Na
fracdo de leitura das placas de Petri e captura da imagem, somente o suporte do
anteparo € moével. De tal maneira que a distancia focal com a camera digital é fixa. A
abertura da lente no processo de foco pode ser realizada por meio de uma iris
conjugada a lente objetiva (12 mm). Desta maneira, é possivel controlar a entrada
de luz.

O movimento do anteparo para frente e para tras facilita no processo de
dimensionamento da imagem, considerando que os diagramas de difracdo gerados

nao possuem tamanho padréao, podendo inclusive, superar a dimenséo do papel.
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Figura 36 -. Fotografias apresentando o modelo do sistema O&ptico para
espalhamento elastico da luz por iluminacéo de colbnias bacterianas.

Fonte: Préprio autor (2016)

As fotografias 01 e 02 mostram a caixa escura com total isolamento da luz externa ou ambiente. A
evolucao do sistema Optico é observada nas imagens 03 a 07. Fig. 03. Fracdo do sistema composto
pelos componentes de iluminagdo, dos quais: a Laser (Thorlabs, modelo CPS180) operando a 635nm
e 1mW de poténcia, espelhos para alinhamento (b e b’), iris (c), lente objetiva colimadora (d). Fig. (04)
apresenta a fracdo das etapas de localizacdo e centralizacdo das colbnias pelo Laser, efeito do
espalhamento da luz, formacéo dos diagramas de difragdo e geracdo da imagem. Composto por: eixo
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de rotacdo x (e) e y (f) para ajustes fino e grosso durante o processo de localizacdo das colbnias,
uma bandeja para placa de Petri (g), um suporte para anteparo (h), lente objetiva 12mm (Thorlabs,
modelo MVL12M23) (i, fotografia. 05) e uma camera monocromatica digital com 1280x1024 pixels
(Thorlabs, modelo DCU224M). Na fotografia 06, apresenta a integracdo da camera digital com o
Notebook por meio de cabo USB. O sistema completo é apresentado na imagem. 07.

4.6 TESTE DOS MEIOS DE CULTIVOS

Os meios de cultivo HE e LIA apresentaram resultados negativos para a
transmissédo da luz, que devido a coloracéo escura do meio, 0 que pode gerar maior
absorcdo da luz. Enquanto que o TSI apresentou uma superficie rugosa que
produziu um feixe de luz transmitido com muito espalhamente, e que afetaria de
forma indesejavel a difracéo do laser pelas colonias de bactérias (Figura 37 e Tabela
5)...

Nos testes com a técnica EEL é esperado que a iluminagdo de meios de
cultura sem cultivos de bactérias, ou seja, sem colbnias, ndo apresentam sinais de
difracdo do laser. Pois para o método SOMEEL é importante que a formacéo de
imagens seja proveniente somente da difragdo gerada pelas colonias. Dessa forma,
cuidado deve ser usado na preparacdo do meio para evitar estriacdes, rugosidade

assim como formacéao de goticulas por condensacao na tampa da placa de Petri .

Tabela 5 -Andlise da interferéncia da coloracdo do meio de cultura na transmisséo
do laser

Meio de cultivo Cor Transmisséo da luz
TSI vermelho -
XLD vermelho +
TSA incolor ++
LIA roxo -
HE verde escuro -

O sinal negativo (-) indica o bloqueio da transmisséo do laser ao atravessar o meio de cultivo; (+)
transmisséo fraca; (++) transmissdo normal

Fonte: Préprio autor (2016)
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Figura 37 - Imagem de placas de Petri como diferentes meios de cultura

Fonte: Préprio autor (2016)

4.7 PADROES DE DIFRACAO DE BRS

4.7.1 Andlise Qualitativa

Os resultados iniciais foram adquiridos conforme analise qualitativa da
imagem.

A andlise qualitativa do processo de leitura das coldénias de BRS para o
espalhamento da luz e difracdo do Laser revelou que uma vez que cada coldnia foi
iluminada pelo LASER, o feixe de luz foi modificado e uma imagem da difracao foi
gerada e propagada com o feixe laser. As imagens variaram com as coldnias
iluminadas, embora mantivessem algumas caracteristicas semelhantes conforme
apresenta a figura 38. As caracteristicas foram melhor observadas a olho nu,
durante o processo de leitura das colbnias. As imagens visualizadas a olho nu sobre
a face frontal do anteparo apresentaram mais detalhes que as imagens formadas na
escala de cinza. Ou seja, na face posterior ou verso do anteparo, as imagens dos
diagramas eram menos nitidas e perdiam algumas caracteristicas. Por exemplo,
alguns anéis mais finos ndo eram transmitidos para o verso do papel. Uma

explicagdo € que no processo de transposi¢cdo da imagem através do material do
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anteparo houve perda de intensidade por absorcéo e espalhamento pelo papel, com
decorrente perda de resolugao.

Em geral, a analise qualitativa revelou que as imagens geradas ao iluminar as
colénias forneceram poucas informacdes considerando aquelas obtidas em
trabalhos anteriores.

As colonias quando iluminadas pelo Laser desenvolveram perfis de imagem
correspondente aos diagramas de difracdo e espalhamento da luz apresentados na
figura 38. Por meio de analise qualitativa a olho nu, foi possivel observar um centro
brilhante, circulos concéntricos, alguns pontos brilhantes.

A colbnia enumerada como um (b) na placa de Petri apresenta um disco
central semelhante ao disco de Airy e anéis circunscritos. Na colénia quatro (d),
foram observados os anéis circunscritos mais finos, ndo revelados na imagem
capturada e um anel intenso brilhante. Enquanto que a col6nia dois (a) apresentou
anéis circunscritos muito proximos, embora pouco revelados na captura.

A imagem da colbnia trés (c) apresenta um formado distinto das demais
devido & uma formacéo central ndo circular. A causa desta deformacdo néo foi
determinada mas possiveis explicacdes sdo a degradacdo da colbnia ou a
sobreposicao de duas colonias.

A imagem gerada do meio de cultivo (Figura 38(f)) revelou um centro brilhante
intenso e raias de luzes radiais. Esse efeito pode ser explicado ao considerar que o
meio de cultivo semissélido pode absorver ou refratar a luz. Ainda, ao advertir que o
cultivo adquirido havia sido armazenado por 21 dias, € comum que culturas
armazenadas por longo periodo em geladeira possam sofrer desidratacao,
apresentando certo grau de ressecamento e formacdo de estriacbes que podem
causar distor¢des adicionais do feixe laser.

E relevante mencionar que as colénias foram analisadas mortas, e n&o vivas.
Essas colonias podem apresentar maior quantidade de material excretado
acumulado no centro em relagdo a colbnias vivas. Além disso, devido ao
envelhecimento do cultivo, é provavel que as coldnias possuam células degradadas.
A degradacdo das colbnias pelo envelhecimento altera a textura, a densidade, a
altura do centro e a forma das colbnias, individualmente.

Ha uma tendéncia de células bacterianas mais distantes do centro, ou
posicionadas nas bordas se desfazerem mais rapidamente em relagdo ao nucleo da

colonia. As alteracbes das caracteristicas morfologicas irdo fornecer resultados
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alterados no processo de espalhamento e difragdo do Laser, podendo modificar os
efeitos de anéis circunscritos, raias radiais ou salpicos. Portanto, as diferencas das
imagens ndo devem necessariamente, serem vinculadas as diferentes espécies de
BRS. Devendo-se para fins analiticos admitir o viés da pesquisa microbioldgica que
precisara padronizar além do tempo de cultivo, verificar o impacto da posi¢do das
coldnias na placa de Petri e uniformidade do meio de cultivo, assim como o tempo

apos a morte das col6nias por exposicao a atmosfera om oxigénio.

Figura 38 - Padrdes de difracdo obtidos com a iluminacao individual de 5 col6nias
de bactérias redutoras de sulfato e do meio de cultivo.

Fonte: (DA SILVA, DE SENNA, et al., 2016)

As colbdnias sdo circulares, mas apresentam tamanhos diferentes; os padrées de difracdo mostrados
em (a), (c) e (e) correspondem a coldnias com didmetro de ~1mm enquanto (b) e (d) correspondem a
colénias menores, com menos de 0,5mm. Nossos resultados mostram que a coldnias de bactéria
produzem padrfes de difragdo cuja imagem é significativamente diferente da imagem obtida quando
o laser passa por uma regidao sem coldnia de bactéria (f). Além disso, os diferentes padrbes de
difracdo obtidos sugerem que as coldnias medidas sejam de diferentes espécies ou cepas
bacterianas, sendo este um perfil comum em culturas de amostra de campo.

Os ajustes de entrada de luz no processo de captura da imagem pela camera
CMOS foram necessarios para melhorar a qualidade da imagem formada na escala

de cinza, especialmente nas colénias com diametros em torno de 0,5 cm. Neste
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ambito, a luz que excede ao limite da colonia ndo acrescentou informacoes
caracteristicas do padrdo de imagem. No entanto, em col6nias de didmetro reduzido
0 excesso de luminosidade exterior a colénia provocou maior brilho do centro da
imagem ou mesmo impossibilitou a visualizacdo dos anéis. Limitando, a entrada de
luz na camera foi possivel reduzir o elevado brilho na imagem, viabilizando a
visualizacdo de anéis.

Embora o controle de entrada de luz na camera tenha favorecido a menor
saturacao de luz pela camera CMOS, este procedimento ndo superou a interferéncia
gerada pelo diametro do LASER. Ao menos duas explicagbes podem estar
relacionadas a essa observacdo. A primeira deve-se ao diametro do LASER
estimado em 4 mm, no minimo quatro vezes superior ao diametro das colbnias, o
que dificultou a avaliacdo de caracteristicas de difracdo em colénias menores de 0,5
cm; a segunda seria o efeito da divergéncia da luz difratada que € muito maior do
que a do feixe ndo difratado. Sendo assim, o impacto do disco central pode ser
limitado a distancias longas o suficiente.

Neste sentido, outra dificuldade enfrentada, foi evitar a sobreposicao de sinal
gerada entre coldnias proximas. Durante a etapa de sele¢do ao considerar o efeito
de sobreposicdo da imagem, somente cinco colonias formaram diagramas
individualmente ou ndo sobrepostos. Pois, considerando o didametro maximo da
colénia em torno de 1mm, ao menos trés milimetros do LASER foram excedentes a
colénia. Consequentemente, as colbnias deveriam estar distantes entre si em mais
de trés milimetros. Como o cultivo de BRS geralmente formam conglomerados ou
colénias muito préximas (menor que um 1mm de distancia), a sele¢do foi
prejudicada. Restringindo-se as cinco colénias mais isoladas.

As imagens geradas pela incidéncia do Laser sobre as colbnias ndo foram
proporcionais aos seus diametros. De tal maneira que, colbénias menores poderiam
gerar imagens maiores que as colonias de maior didmetro. ISso ocorre porque as
colénias menores tém um raio de curvatura menor e, portanto, uma divergéncia
maior. E como se funcionassem como uma lente de distancia focal menor. Em
algumas situacbes o tamanho superava os limites do anteparo. Ao aproximar o
anteparo da placa de Petri a imagem foi reduzida, sendo este um meio adotado

durante a leitura para regulagéo do tamanho das imagens ao tamanho do anteparo.
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O processo de leitura por colbnia teve um tempo minimo estimado de trés
minutos e maximo de cinco minutos por colénia. O aumento do tempo deve-se
especialmente a fase de localizacdo e centralizacdo, das colbnias pelo LASER.
Essas etapas, uma vez realizadas manualmente, tornaram o0 processo mais lento.
Ainda, o fato da placa de Petri estar posicionada verticalmente ao eixo do caminho
Otico, a acdo da gravidade promovia a descida da placa no suporte. Necessitando
repetir a etapa de centralizacdo. Contudo, a etapa de captura das imagens pela
camera CMOS, através do comando manual por software foi estimada em torno de

0,5 minuto.
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4.8 PROCESSAMENTO DIGITAL DE IMAGENS (PDI)

4.8.1 Analise computacional com Image J

4.8.1.1 Segmentacao

A figura 39 apresentam a segmentacédo das ROIs dos padrdes de difracédo de
uma imagem representante de cada colbnia de BRS, (1280X1024, 8-bits), salvos em
arquivo tiff. As ROIs foram posteriormente analisadas pelo comando Mesh do

software Image J, sem qualquer filtro.

Figura 39 — Segmentacdo das ROIs dos padrdes de difracdo de uma imagem
representante de cada coldnia de BRS (1280x1024, 8 bits) salvos em arquivos tiff

Fonte: proprio autor (2016)

As imagens a seguir apresentam as etapas de segmentacdo das ROIs dos
padrbes de difracdo das colonias I, Il, Ill, IV, V e do meio de cultivo com uso do
software ImageJ. Inicialmente a figura (40) apresenta a imagem do padrdo de

difracdo capturada pela camera CMOS e sem processamento, em seguida a figura
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(41) apresenta a delimitacdo da ROI, para posterior processamento de equalizacdo
e normalizacdo da imagem figura (42). A partir de entdo, foi possivel visualizar as
regides que nado representavam os padrdes de difracdo provenientes das colbnias.
Procedeu-se, assim, a subtracdo das ROIs figura (43 ) para gerarem novas imagens
individuais (1280 x1024) constituidas unicamente pelas regiées de interesse de cada
padréo de difragdo. Observa-se uma nova imagem mais limpa, com menos ruidos, e
nitida. Para as colbnias I, Ill, IV, V e do meio de cultivo, sdo apresentadas somente
as ROIs finais, equalizadas, normalizadas e subtraidas, respectivamente figuras (44
a 49).

Figura 40—Padrao de difracéo da coldnia | com 1280x1024 pixeis

Fonte: O autor (2017).
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Figura 41 — Delimitagdo da ROl A do padrdo de difragdo da colonia | com
1280x1024 pixeis.

Fonte: o autor (2017).
Figura 42 — ROl B : processo de equalizacdo e normalizagdo do ROl A

com1280x1024 pixeis.

Fonte: o autor (2017).
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Figura 43 - Regido de recorte da ROI B

Fonte: O autor (2017)

Figura 44 — ROI C: ROI B equalizado, normalizado da Fig. 42 com subtragdo da
regido fora da ROI (Figura 43) com 1280x1024 pixeis.

Fonte: O autor (2017)
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Figura 45 — ROI D: padréo de difracdo da colonia Il equalizado, normalizado e
subtraido com 1280x1024 pixeis.

Fonte: O autor (2017)

Figura 46 — ROI E: padrdo de difracdo da col6nia Ill equalizado, normalizado e
subtraido com 1280x1024 pixeis.

Fonte: O autor (2017)
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Figura 47 — ROI F: padrdo de difracdo da colonia IV equalizado, normalizado e
subtraido com 1280x1024 pixeis.

Fonte: O autor (2017)

Figura 48 - ROl G: padrédo de difragdo da colonia V equalizado, normalizado e
subtraido com 1280x1024 pixeis.

Fonte: O autor (2017)
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Figura 49 — ROI H: padréo de difragdo do meio de cultivo equalizado, normalizado e
subtraido com 1280x1024 pixeis.

Fonte: O autor (2017)

4.8.1.2 Histogramas

Os histogramas dos padrbes de difracdo apresentaram uma distribuicdo
concentrados no lado inferior (escuro) da escala de intensidades, sugerindo baixo
contraste das imagens. Segundo Gonzalez e Woods, 2010, a distribuicdo dos pixels
de uma imagem ocupando uniformemente todos os intervalos de niveis de
intensidade tera alto contraste e maior variedade dos tons na escala do cinza. A
melhor distrubuigéo resulta em maiores detalhes de nivel de cinza. Portanto, as
imagens capturadas dos diagramas de difracdo que tiveram seus constrastes
automaticamente ajustados por meio do software fornecido pela Thorlabs, indicando
a necessidade de passarem por um processamento de equalizacdo de histogramas.

A equalizacdo do histograma do ROI (A) da colbénia I, nomeado de ROI (B),
apresentou melhor distribuicdo das intensidades na escala do cinza. Observa-se na
ROI (B) da figura (50), maior contraste da imagem. A melhora da qualidade da

imagem é percebida ao ser possivel visualizar a olho nu os sinais de ruidos e a
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imagem equivalente ao suporte do anteparo. Nessa etapa, foi possivel obter a lista
de intensidades. Ver no Quadro (6) que apresenta os picos de mais baixa
intensidades em niveis zero ou branco e os de mais altas intensidades foram
aproximadas ao negro ou tom escuro. Na primeira coluna sédo apresentados os
valores de intensidades (rk), onde rk € o k-ésimo valor de intensidade e na segunda
coluna, estdo os numeros de pixels da imagem (nk) com intensidade (rk).

A partir de entdo foi possivel segmentar melhor a ROI (B) subtraindo as
regides que ndo sao de interesse, apresentada na figura (43).

O resultado da subtracdo das regides que ndo foram de interesse foi uma
imagem mais limpa e melhor segmentada, apresentada na ROl C ( fig.44) Os
resultados dos histogramas normalizados e equalizados foram plotados antes da
subtracdo dos ROlIs (figuras 50,51 e 52).



Figura 50 — Analise de Contraste de imagem de padrdes de difracdo

HISTOGRAMA DO ROl (A) NAD
EQUALIZADO

HEEE——— 200000 ]
1] 255
Count: 349248 ir: 0
Mean: 18.835 Max: 255

StdDev: 34.931 Mode: 0 (87598)

HISTOGRAMA DO ROl (D) NAD
EQUALIZADO

0 255

Count: 1310720 Min: 0
Mean: 7 675 Max: 255
StdDev: 20522 Mode: 0 (G95062)

HISTOGREAMA DO ROl (B):
EQUALIZADO E NORMALIZADO

il 255
Count: 340743 Min: 0
Mean; 57.335 Max, 255
StdDev; 50788 Mode: 0 (A7 BAE)

HISTOGRAMA DO RO (D)
EQUALIZADO E NORMALIZADO

[
L] 255
Count. 311756 Min: 0
Mean: 96.912 Max: 255
StdDev: 53,323 Mode: 0(32101)

Fonte: O autor (2017).

A e B séo referentes as regifes de interesse dos padrdes de difragdo da colbnia .
D refere-se ao ROI do padrao de difragdo proveniente da colbnia Il.
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Figura 51 - Analise de Contraste de imagem de padrdes de difracédo

HISTOGRAMA DO ROl (B} NAO EQUALIZADO HISTOGRAMA DO ROl (B} EQUALIZADO E

NORMALIZADOD
I 20000000 ] I 200000000 ]
1] 255 0 255
Count: 1310720 Min: 0 Count: 358036 Min: 0
Mean: 7.935 Max: 255 Meaan: 62.421 Max: 255
StdDav: 21 922 Mode: 0 (6B4480) StdDev: 61.229 Mode: 0 (91942)

HISTOGRAMA DO RO (F) NAG EQUALIZADOD HISTOGRAMA DO RO (F) EQUALIZADOE
NORMALIZADD

:

0 255 0 255
Count: 1310720 Min: 0 Count: 230232 Min: 0
Mean: 6.269 Max: 255 Mean: 61.874 Max: 255
StdDev: 21.256 Mode: 0 (825250) StdDev: 53510 Mode: 0 (53683)

Fonte: O autor (2017).

Referem-se as ROIs dos padrdes de difracdo representantes das coldnias Il e IV respectivamente.
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Figura 52 — Analise de Contraste de imagem de padrdes de difracédo

HISTOGRAMA DO ROl (G): NAQ HISTOGRAMA DO ROl (G) EQUALIZADO E
EQUALIZADO NORMALIZADG

k
k

0 255 0 255
Count 1310720 Min: 0 Count 1310720 Min: 0
Mean: 7 658 Max 255 Mean: 18.988 Max 255
StdDaev: 18.627 Mode: 0(529338) StdDaev: 43.047 Mode: D {1010133)
HISTOGRAMA DO ROI (H): NAD HISTOGREAMA DO ROl (H): EQGUALIZADO E
EQUALIZADOD MNORMALIZADD

B

N 200000 ]
0 255 0 255
Count 1310720 Min: 0 Count 359038 Min: 0
Mean: 8.234 Max 255 Mean: 65.121 Max 255
StdDev: 22.572 Mode: 0 (533628) StdDev: 58623 Mode: D (B5167)

Fonte: O autor (2017).

G e H referem-se as ROIs dos padrées de difracao representantes das colbnias IV e meio de cultivo.
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Quadro 6 — distribuicdo de intensidades e valores dos histogramas antes (a) e ap0s

(b) Equalizacéo da ROI A (col6nia 1)

Valor (rk) Contagem (Nk) (B)

Valor (rk) Contagem (Nk) (A)
0 97898
1 15974
2 0
3 15423
4 14936
5 46
6 14246
7 13212
8 12549
9 7
10 11411
11 10016
12 9478
13 23
14 8506
15 7991
16 7530
17 6527
18 4
19 6143
20 5625
21 5235
22 4836
23 4405
24 41
25 4124
26 3831
27 3398
28 3139
29 2961
30 2776
31 3
32 2616
33 2373

0 97898
1 0
2 0
3 0
4 0
5 0
6 0
7 0
8 0
9 0
10 0
11 15974
12 0
13 0
14 0
15 0
16 0
17 0
18 15423
19
20 0
21 0
22 0
23
24 14936
25 0
26 0
27 0
28 46
29 0
30 0
31 14246
32
33 0
34 0
35 0
36
37 13212




34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73

2230
2147
1912
1862
1703
1541
24
1491
1435
1373
1231
1232
1126
1025
1011
947
792
20
826
833
787
735
750
672
639
646
555
571
484
472
510
482
433
442

433
369
332
387
342

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

o O O o

12549
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74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113

324
328
261
335
288
292
298
225
248
274
254
266
207
240
201
222
223
196
166
209
178
217
152
141
173
178
149
171
135
145
154
130
163
126
115
138
115
126
102
90

85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
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114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153

127
97
107
125
85
109
94
83
123
75
78
123
84
106
76
65
88
74
134
86
60
105
67
69
88
56
60
106
67
89
80
61
105
55
50
115
56
92
44
38

131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176

1862

1703

1541
24
1491

1435

1373

1231

1232
1126

1025

1011
947

792

20
826
833

787
735
750

672
639

646
555
571
484
472
510

482
433
445
433
369

163



154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193

140
49
45
77
44
79
47
49
67
43
46
44
41
43
38
29
60
76
36
37
29
33
36
36
20
28
26
32
28
25
70
32
26
19
19
23
20
22
27
17

177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222

332
387
342
324
328
261
335
580
298
225
248
274
520
207
240
201
445
196
375
178
217
293
173
327
171
280
284
163
241
253
126
192
224
232
194
177
198
201
190
141
162
220
165
224
116
173
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194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233

20
30
32
53
24
20
16
28
15
28
19
18
17
22
39
29
25
24

24
22
22
21
23
28
25
13
26
22
16
14
28
17

29

12

16

11

223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255

169
221
165
148
222
94
121
175
156
128
127
149
98
110
85
128
103
94
109
79
82
115
79
94
102
92
55
88
67
75
82

2976
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234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255

16
12
11
32
17

8
13
17
20
15
9
25
14
12
21
8
18
9
14
12
2976

Fonte: O autor (2017)

4.8.1.3 Analises de superficie
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As ROIs dos padrdoes de difracdo e incluido o meio de cultivo, foram

processadas e plotadas segundo a Analise 3D aplicando algoritmo Fire Mesh,

Software Imaje J_ Plugin: Interactive 3D Surface Plot. A regides de menor

intensidade estdo na escala entre 0 e 60, sendo que 0-20 referente ao meio de

cultivo. A partir de 60 observa-se alguns sinais de relevancia.

As andlises de superficie dos gréaficos na escala de cinza apresentaram um

comportamento padrédo de maior concentracdo de picos com maior altura nos

centros das imagens. Observa-se uma irradiacdo de picos a partir do centro
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formando como se fosse uma coluna ou barreira de picos, especialmente nos
graficos I, Ill, V e VI. Possivelmente esses picos no centro em barreira estdo
relacionados ao speckle observado mais fortemente nos diagramas de difracdo das
colbnias 1,111,V e do meio de cultivo.

Figura 53 — Andlises de susperficies dos padrdes de difracdo de BRS

SUPERFICIE DA ROl | SUPERFICIE DA ROl I

SUPERFICIE DA ROl W SUPERFICIE DA ROI DO MEIO DE
CULTIVO

Fonte: O autor (2016)
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Os resultados de superficie Fire Mesh demonstraram semelhancas no perfil entre as
colonias Ill, IV e V representadas pelos seus respectivos ROIs, lll, IV e V.
Apresentados nas figuras 54-58. Comparativamente com as analises provenientes
das colbnias | e Il, as colénias lll, IV e V apresentaram maior espalhamento da luz
laser que pode ser, assim, interpretado devido ao maior niumero de picos de
intensidades. Ainda, pode-se observar que h& grande porcédo de intensidade de sinal

no centro de cada figura de superficie plotada.

Outra observacédo importante refere-se a figura (59), que apresenta o resultado da
andlise Mesh para a imagem capturada da incidéncia do Laser diretamente no meio
de cultivo, ou seja, sem a presenca de coldnia bacteriana. Nessa andlise, é visivel
uma quantidade significativa de sinal, comparativamente semelhante com os perfis
de intensidades encontradas nas analises Mesh das ROIs dos padrdes de difracdo
das colbnias, no entanto com maior concentracdo no centro. Entretanto, ndo é
observado, picos de alta e média intensidades nas bordas. Uma explicacdo seria o
possivel espalhamento da luz incidida pelo meio de cultivo semissolido e devido a
maior intensidade de luz no centro do Feixe Laser. Portanto, alturas até 60 ou zona
azul estao relacionadas ao espalhamento do meio de cultivo que estariam no centro

e nas bordas dos gréficos.

Nas andlises de malha ou Mesh, a altura no grafico representa a quantidade de
iluminacdo ou luminancia da imagem. Na analise Fire Mesh, as cores escuras ou
frias indicam as intensidades mais baixas, de menor altura no grafico. Enquanto as
cores mais quentes sdo as de maior intensidade. Nessa aplicacao, todos os pixels
estdo conectados nas direcbes x e .

Todas as analises Mesh foram aplicadas as regides circulares definidas dentro de
um circulo ou regido de interesse (ROI), definidas na etapa de segmentacao,

descrita anteriormente. As regides fora das ROIs ndo foram analisadas pelo Mesh.

Observa-se que exceto no grafico da figura (55), ha maior concentracao de picos no
centro da imagem e apresentam maior quantidade de picos de alturas entre 180 a

220 pixels, se comparados com as bordas das imagens plotadas.

A figura (57) que corresponde a coldnia quatro foi a que apresentou maior
quantidade de picos nas bordas e maior quantidade de picos com alturas entre 180
a 220.
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Todas as imagens correspondentes as colbnias apresentaram picos nas
bordas. No entanto, as imagens correspondentes as colonias dois, trés, quatro e
cinco apresentaram maiores semelhancas entre si. Contendo picos maior
concentracdo de picos nas regibes do amarelo, laranja e vermelho e violeta nas

bordas. Nesses gréficos os bicos do centro também s&o reduzidos.

Figura 54 - Andlise 3D MESH da ROI |

Imagedsl

Fonte: O autor (2016)
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Figura 55 - Analise 3D MESH da ROI Il

Imagedsl

Fonte: O autor (2016).

Figura 56 — Analise 3D MESH da ROI IlI

Imagelsl

Fonte: O autor (2016).
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Figura 57 - Andlise 3D MESH da ROI IV

Imagedsl

Fonte: O autor (2016).

Figura 58 - Andlise 3D MESH da ROI V

Imagelsl

Fonte: O autor (2016).
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Figura 59 - Andlise 3D MESH da ROI do meio de cultivo

Imagedsl

Fonte: O autor (2016).

O resultado encontrado com a aplicacdo da analise Mesh 3D da ROI (C) com
aplicacédo de filtro Thermal Lut apresentou um mapa de calor dos picos gerados pela
difracdo da luz modulados pela colénia um. Na figura (ANALISE 3D MESH DA ROI (C)) é
possivel encontrar picos na faixa de 0-240 compondo o diagrama de difracdo da
colénia um. Ao aplicar o filtro “Smoothing” ou suavizagao até o aparecimento dos
anéis na projecao superior do gréfico 3D, foi possivel selecionar uma faixa de 0 a 40
dos picos que estéo relacionados com maiores detalhes da imagem para todas as
imagens representativas dos padrbes de difracdo das colbnias I, II, 1, IV e V,
identificadas nos plots como ROIs C,D,E,F e G, respectivamente.

O resultado da aplicacdo do Mesh Thermal Lut sobre a imagem da ROI do
meio de cultivo ndo apresentou evidéncias de anéis concéntricos ao aplicar o filtro
de intensidades de calor na faixa de 0 a 40, havendo uma diferenciacdo das analises
Mesh Thermal Lut relacionadas as colbnias.
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Figura 60 - Analise 3D MESH Thermal Lut da ROI (C)

Fonte: o autor (2017)

Figura 61 - Principais picos formadores dos anéis anéalise 3d mesh thermal lut da
ROI (c)

Fonte: o autor (2017)
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Figura 62 - Analise 3D MESH Thermal Lutda ROI (D)

Fonte: O autor (2017)

Figura 63 - Principais picos formadores dos anéis analise 3D MESH Thermal
Lut da ROI (D)

Fonte: O autor (2017)
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Figura 64 - Analise 3D MESH Thermal Lut da ROI (E)

Fonte: O autor (2017)

Figura 65 - Principais picos formadores dos anéis analise 3D MESH Thermal
Lut da ROI (E)

Fonte: O autor (2017)
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Figura 66 - Analise 3D MESH Thermal Lut da ROI (F)

Fonte: O autor (2017)

Figura 67 - Principais picos formadores dos anéis analise 3D MESH Thermal
Lut da ROI (F)

Fonte: O autor (2017)
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Figura 68 - Analise 3D MESHThermal Lut da ROI (G)

Fonte: O autor (2017)

Figura 69 - Principais picos formadores dos anéis analise 3D MESH Thermal Lut
da ROI (G)

Fonte: O autor (2017)
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Figura 70 - Analise 3D MESH Thermal Lut da ROI do meio de cultivo

Fonte: O autor (2017)

Figura 71 - Principais picos formadores dos anéis analise 3D MESH Thermal
Lut da ROI do meio de cultivo

Fonte: O autor (2017)
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4.8.2 Descri¢cao das imagens

A andlise realizada no quadro 07 considerou o calculo do ponto central do
centroide da regido de interesse da imagem, avaliando o parametro da amplitude.

As imagens realinhadas apresentaram diferencas significativas com a
rotacdo, devido as limitacbes do aparato experimental, onde a rotacao era feita com
0 reposicionamento manual da placa, ocasionado deslocamentos verticais e
horizontais além da rotacdo. O resultado quanto a invariancia a rotacao distingue-se
daquele obtido por Tahmasbi (2011), uma vez que esta nao foi realizada
computacionalmente. Os efeitos de rotacdo da Placa de Petri diferenciam-se
daqueles obtidos pela rotacdo da regido de interesse de uma mesma imagem por
recursos computacionais digitais que sera discutido na préxima secdo. Contudo,
esse resultado ndo implica na descaracterizagdo da invariancia a rotacao inerente
aos polinémios de Zernike. Ver figuras 73-81.

Os resultados provenientes da andlise do quadro (7) com polinbmios de
repeticdo diferentes zero (m#0), apresentaram valores de amplitude mais baixos em
comparacao com aqueles de repeticbes maiores que zero.

Os valores de maior amplitude foram encontrados entre os polinémios de
repeticdo zero (m=0). Dentre estes, observa-se um acréscimo na amplitude com o
aumento da ordem. Exceto o polinbmio de ordem zero que apresentou maior
amplitude quando comparado com o polinémio de ordem dois. O resultado de maior
amplitude encontra-se com aplicacéo do polindmio de n=14 e m = 0.

Entre os valores de amplitude com repeticdo diferentes de zero (m#0), houve
um decréscimo de amplitude com o aumento da ordem. Dentre os quais, o polinémio
de ordem, n=3 e repeticio m = 3, apresentou maior amplitude enquanto que o
polindbmio de ordem, n=15 e repeticio m = 15, apresentou menor amplitude. A
explicagdo é que o aumento da ordem pode elevar o ruido do sinal na andlise das
bordas.

Em geral, o maior valor de amplitude encontrado para a analise da imagem
considerou a ordem n = 14 e m = 0, enquanto que o de menor amplitude avaliou o

polindbmio de ordem 15 e m=15.
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Os resultados apresentaram-se coerentes com os polinémios de Zernike. Os
polinbmios de repeti¢cdo zero avaliam melhor o centro em detrimento das bordas. Por
outro lado, os polindbmios selecionados de repeticdo diferente de zero avaliam
melhor as bordas. Portanto, os resultados expressaram valores mais elevados e
mais baixos de amplitude para as andlises polinomiais de énfase no centro e nas
bordas, respectivamente.

Como consequéncia, as distor¢cdes do sinal da imagem estdo concentradas
mais no centro da imagem. Uma possivel justificativa € que no centro da imagem ha
maior concentragéo da luz do Laser, devido ao maior obstaculo fornecido pelo centro
da colbénia. Os centros de col6nias mortas possuem maior quantidade de células e
excretados celulares em relacdo as suas extremidades.

Analisando os resultados de fase e os momentos de Zernike normalizados de
cada polinbmio (Z nm) aplicado a imagem da colénia um, obtém-se as respectivas
posi¢coes da maior amplitude de cada imagem individualmente processada.

Figura 72 - Andlise de invariancia a rotacdo e momentos de ZERNIKE do diagrama
de difracao

coloniaum A coloniaum B B realinhada
E3 Ed
A =0.3826 A = 0.40866 A =0.34604
=0 a=0 d=0
coloniaum C coloniaum D realinhada D
Ea =
A = 0.36301 A=0.70918 A =0.67606
l‘;.:O [,:0 l":':o
E F
n=20
A =0.60919 A = 0.68992 m=0
o = O o = O

Fonte: O autor (2016)
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Comparacao da aplicacdo do algoritmo computacional dos polinémios de Zernike para o célculo da
fase e amplitude de cada imagem de diagrama de difracdo, considerando a ordem zero e a
frequéncia zero (primeiro polinbmio de Zernike). As imagens capturadas sdo referentes aos
diagramas de difracdo obtidos pela interagdo do LASER com a colbnia | cultivo de BRS. As letras
representam as sequéncias das imagens fotografadas, o termo “realinhada” trata do movimento de
giro da placa de Petri em torno do centro da colbnia, alterando o angulo de rotacdo, seguido de
realinhamento manual para centramento da col6nia com o laser. Onde o valor A, calcula a amplitude
do momento (TAHMASBI, 2013) e ¢ representa a fase do momento relacionada ao angulo azimutal.

Figura 73 - Célculos dos momentos de ZERNIKE

D D realinhada

A =0.62488 A =0.58647
d=0 ¢=0
E E realinhada

A=0.51326 A=0.51326 n=0
|7:O x:O m=0
colonia um

Fonte: O autor (2016).

Comparacao da analise dos diagramas de quatro imagens capturadas da coldénia um. Onde o valor A,
calcula a amplitude do momento (TAHMASBI, 2013) e ¢ representa a fase do momento relacionada
ao angulo azimutal do momento de Zernike (n, m), onde a ordem é n =0 e a repeticdo é m = 0.



182

Figura 74 - Calculos dos momentos de ZERNIKE

D D realinhada

A=0.22628 A =0.2024
¢ =180 ¢ =180
E E realinhada

A=0.18228 A=0.18228 n=2
= 180 ¢ =180 m=0
colonia um

Fonte: O autor (2016).

Comparacao da andlise dos diagramas de quatro imagens capturadas da coldnia um. Onde o valor A,
calcula a amplitude do momento (TAHMASBI, 2013) e ¢ representa a fase do momento relacionada
ao angulo azimutal do momento de Zernike (n,m), onde a ordem é n = 2 e a repeticdo é m = 0.
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Figura 75 - Célculos dos momentos de ZERNIKE

D D realinhada

A =0.63864 A =0.58579
d=0 =0
E E realinhada

A = 0.49991 A = 0.49991 n=4
d=0 d=0 m=0
colonia um

Fonte: O autor (2016)

Comparacao da andlise dos diagramas de quatro imagens capturadas da coldénia um Onde o valor A,
calcula a amplitude do momento (TAHMASBI, 2013) e ¢ representa a fase do momento relacionada
ao angulo azimutal do momento de Zernike (n,m), onde a ordem é n = 4 e a repeticdo é m = 0.
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Figura 76 - Céalculos dos momentos de ZERNIKE

D D realinhada

A =2.0394 A =1.9025
b= O o= O
E E realinhada

A =1.6746 A =1.6746
H=0 o=0

Fonte: O autor (2016)

Comparacao da analise dos diagramas de quatro imagens capturadas da colénia um. Onde
o valor A, calcula a amplitude do momento (TAHMASBI, 2013) e ¢ representa a fase do momento
relacionada ao angulo azimutal do momento de Zernike (n,m), onde a ordem é n = 12 e a
repeticdo é m =0
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Figura 77- Célculos dos momentos de ZERNIKE

D realinhada

A=223863 A= 2205
¢ =180 o =180
E E realinhada

n=14
A=1.9471 A=1.9471 o |
¢ = 180 ¢ =180 colénia um

Fonte: O autor (2016)

Figura (38) Comparacdo da andlise dos diagramas de quatro imagens capturadas da colénia um.
Onde o valor A, calcula a amplitude do momento (TAHMASBI, 2013) e ¢ representa a fase do
momento relacionada ao angulo azimutal do momento de Zernike (n, m), onde aordemén=14¢e a
repeticao é m = 0.
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Figura 78 - Célculos dos momentos de ZERNIKE

D realinhada

A = 0.030066 A =0.030942
& =179.2369 b =-162.6489
E E realinhada

A=0.044726 A=0.044726 e
¢ =-152.9696 b= -152.9696 m=3
colonia um

Fonte: O autor (2016)

Comparacao da andlise dos diagramas de quatro imagens capturadas da col6nia um. Onde o valor A,
calcula a amplitude do momento (TAHMASBI, 2013) e ¢ representa a fase do momento relacionada
ao angulo azimutal do momento de Zernike (n, m), onde a ordem é n = 3 e a repeticdo é m = 3.
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Figura 79 - Célculos dos momentos de ZERNIKE

D D realinhada

A =0.028302 A =0.027396
$ =52.0666 o = 56.1007
E E realinhada

A =0.03141 A=0.03141
& =41.6184 ¢ =41.6184 m=35

Fonte: O autor (2016)

Comparacao da andlise dos diagramas de quatro imagens capturadas da col6nia um. Onde o valor A,
calcula a amplitude do momento (TAHMASBI, 2013) e ¢ representa a fase do momento relacionada
ao angulo azimutal do momento de Zernike (n,m), onde a ordem é n =5 e a repeticdo é m = 5.
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Figura 80 - Célculos dos momentos de ZERNIKE

D D realinhada

A=0.014126 A =0.013442
¢ =-51.563 o =-41.0518
E E realinhada

A=0.017112 A=0.017112 s
b = -26.265 b = -26.265 13
colonia um

Fonte: O autor (2016)

Comparacao da andlise dos diagramas de quatro imagens capturadas da colénia um. Onde o valor A,
calcula a amplitude do momento (TAHMASBI, 2013) e ¢ representa a fase do momento relacionada
ao angulo azimutal do momento de Zernike (n,m), onde a ordem é n = 13 e a repeticdo é m = 13.
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Figura 81 - Célculos dos momentos de ZERNIKE

D D realinhada

A = 0.0074578 A = 0.0092069
d=-32.0394 o =-30.9918
E E realinhada

A = 0.0083844 A = 0.0083844 -
:_‘;—‘--73.798 Q= '73798 m=15
colonia um

Fonte: O autor (2016)

Comparacao da andlise dos diagramas de quatro imagens capturadas da coldnia um. Onde o valor A,
calcula a amplitude do momento (TAHMASBI, 2013) e ¢ representa a fase do momento relacionada
ao angulo azimutal do momento no momento de Zernike (n,m), onde a ordem é n = 15 e a repeticao é

m = 15.



Quadro 7 - Resultados do PDI aplicados a colénia um.
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n m Z Zn Dimenséao | A )
da
imagem
0 0 98065 0.6249 447x447 |0,62488 | 0
2 0 -1.1837e+04 -0.2263 447x447 | 0,22628 | 180
4 0 2.0045e+04 0.6386 447x447 |0.6386 |0
3 3 -1.1795e+03 + | -0.0301 + | 447x447 | 0.0301 | 179.2369
1.57009i. 0.0004i
5 5 4.5507e+02 + | 0.0174 + |447x447 |0.0283 | 52.0666
5.8386i 0.0223i
12 2.4619e+04 2.0394 447x447 |2.0394 |0
14 -2.4966e+04 -2.3863 447x447 | 2.3863 | 180
13 13 9.8438e+01 -|0.0088 - |447x447 |0.0141 |-51.5630
1.2403i 0.0111i
15 15 62.0069 -1 0.0063 - |447x447 |0.0075 |-32.0394
38.8056i 0.0040i

Fonte: Préprio Autor (2017)

Polindmios de Zernike de menor ordem (azul) e de maior ordem (lil4s). Os polinémios com repeti¢cdo
zero avaliam melhor o centro, enquanto os de repeticdo diferente de zero, consideram as bordas. As
varidveis séo representadas como: n (ordem), m (repeticdo), Z(momento de Zernike), Zn (momento

de Zernike normalizado), A o0 médulo amplitude) do polnémio normalizado e ® afase.

4.8.2.1 Rotacao

O resultado do teste de rotacdo da ROI C (figuras 82-83) a 90 graus a direita

em torno do centroide apresentou o resultado esperado com insignificancia na

variacdo da amplitude A do polindmio de Zernike. O resultado de amplitude para o

diagrama de difracdo da colénia um sem processamento de equalizacdo e sem

segmentacdao realizada pelo Image J, apresentou um resultado de A= 0, 49991, para

n=4em=0. A mesma imagem apos processo de equalizacdo e segmentacédo pelo
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Image J, apds descrita pelos polindmios de Zernike, nas mesmas condi¢cdes de
ordem e frequéncia, apresentou amplitude de 1,1781. Portanto, foi observado um
importante aumento na amplitude de Zernike em aproximadamente 100% em
relacdo ao ROI ndo equalizada e com segmentacdo ndo realizada através do Image
J.

A andlise de rotacdo das ROlIs (figuras 87-91) sem processo equalizagéo e as
ROIs ap0s equalizacdo apresentam diferencas insignificantes tanto entre as
imagens (1280x1024), 8-bits, ndo rotacionadas quanto aguelas rotacionadas. Em
ROI (A), (1280x1024), 8-bits, tem-se o0 padrao de difracdo segmentado pelo Image J
e ndo equalizado. As ROIs rotacionadas relacionadas aos padrdes de difracdo das
cinco colbnias foram rotacionadas nomeadas como ROI (C), ROI (D), ROl (E),ROI
(F),ROI (G), respectivamente as colbnias LILIILIV e V, apresentadas nas figuras
(87-91) como imagens (1280x1024), 8-bits, arquivos em Bitmap (BMP). Os
resultados demonstram que ndo houve variagcdo de amplitude significativa apos a
rotacdo das ROIs. Confirmando a invariancia dos polindmios de Zernike quando
realizados computacionalmente.

Outra andlise foi da intervencdo do processamento de aumento da qualidade
da imagem pelo contraste sobre os resultados de amplitude encontrados da
aplicagédo dos polindmios de Zernike. Nesse sentido, 0 processo de equalizacdo e
normalizacdo ndo afetaram significativamente as amplitudes entres as ROls

segmentadas pelo Image J.
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Figura 82 - ROI (C)

Fonte: O autor (2017).

Figura 83 - ROI (C) rotacionada 90°

Fonte: O autor (2017).
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Figura 84 - ROI (D)

Fonte: O autor (2017).

Figura 85 - ROI (E)

Fonte: O autor (2017).



Figura 86 - ROI (G)

Fonte: O autor (2017).

Figura 87 - ROI C (COL ) teste de invariancia a rotacdo 1280X1024

roic roi ¢ rotacionada 90

A=1.1781 A=1.0992
o= 0 o= O
roi a roi a rotacionada 90

A=1.1592 A =1.0909
|‘v:O .":-:O

Fonte: O autor (2017).
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Figura 88 - ROI D (COL ll) teste de invariancia a rotacdo 1280X1024

roid roi d rotacionada 90

A =1.1907
o= O
ROI D SUB.ROTATE 90 bmp.bmp

A=1.1592 A=1.1841
= O o= 0
Fonte: O autor (2017).

Figura 89 - ROI E (COL Ill) teste de invariancia a rotagdo 1280X1024

roi e eq e norm roi e eq e norm rotacionada 90

A=1.2075 A=1.0782
0= O o= O
roi e sub roi e sub rotacionada 90

A =1.1835 A =1.0934
.';»ZO ,v;,=0

Fonte: O autor (2017).
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Figura 90 - ROI F (COL 1V) teste de invariancia a rotagdo 1280X1024

roi Feqe norm roi f eq e norm rotacionada 90

A=1.1463 A=1.0615
= 0 0= 0
roi f sub roi f sub rotacionada 90

A=1.1136 A =1.0865
0= O = 0
Fonte: O autor (2017).

Figura 91 - ROI G (COL V) teste de invariancia a rotacdo 1280X1024

roi g eq e norm roi g eq e norm rotacionada 90

A =1.1437
o = O
roi g sub rotacionada 90

A=1.1961 A =1.1058
:';20 '?—_—0

Fonte: O autor (2017).
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5. CONCLUSOES

Este trabalho demonstrou que é possivel gerar o efeito modulador de fase e
amplitude a partir da iluminacéo individual de colénias de bactérias redutoras de
sulfato por um laser. Os padrbes de difragéo provenientes das colonias de BRS sao
gerados, sendo possivel aplicar diferentes métodos de processamento digital de
imagens para descricao e analise dos padrdes de difracdo. No entanto, a viabilidade
do sistema Optico para o reconhecimento de padrdes em visdo computacional,
somente podera ser conclusiva com a continuacdo deste trabalho inicial, com
implementacdo de controle das varidveis do sistema O6ptico, do sistema
microbiolégico e aqueles relacionados a modelagem computacional para
reconhecimentos de padrdes a partir de imagens.

A continuidade da pesquisa necessitard de uma equipe multiprofissional
especializada nas areas de conhecimento envolvidos nesse projeto cientifico. A
comunicacao e integracdo entre os profissionais é primordial para o rigor cientifico
ao qual esta condicionado esse trabalho.

A pesquisa envolvida nesse trabalho apresentou importantes contribuicbes no
que dizem respeito a Pesquisa, Desenvolvimento e Tecnologia. Muito por iniciar o
desenvolvimento de um protétipo para rapida identificacdo de espécies bacterianas
com custos adequados ao Mercado Consumidor Brasileiro.

Especialmente para Industria de Petroleo e Gas este trabalho inédito confirma
a possibilidade de aplicar a metodologia de identificacdo de espécies bacterianas a
partir de fingerprints gerados pela modulagcéo de fase e amplitude de colbnias em
meios de cultivo solidos de amostras de aguas de producdo em pocos petroliferos,
em destaque as BRS. Nesse contexto, uma vez validado o método em segundo
momento podera determinar reducao apreciavel do tempo e custos analiticos.

Tecnicamente, o trabalho contribui para identificar as areas de melhoramento
necsarias para a evolucdo do equipamento e as importantes consideragdes sobre a
biofisica de acordo com o perfil de cultivo de BRS. Além disso, identifica a
necessidade de adaptacdo do modelo computacional de tal maneira que se possa
reconhecer espécies bacterianas cultivadas em cultivo mistos e heterogéneos de
dificil isolamento. Outro aspecto pratico foi a confirmacdo da utilizacdo do cultivo

Postgate para o método analitico proposto. O Postgate € o meio necessario para
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cultivo de BRS e da maioria das espécies provenientes do Petréleo. As
caracteristicas do meio de cultivo poderiam interferir, como foi demonstrado nos
experimentos dessa pesquisa, inviabilizando a aplicacdo da metodologia. Ressalta-
se que o uso do meio Postgate para identificacdo por espalhamento elastico da luz
em meio solido foi testado pela primeira vez nesse trabalho de Pesquisa.

A pesquisa envolvida nessa dissertacdo de mestrado apresenta impactos
importantes para o Desenvolvimento Tecnolégico na area da Bioengenharia no
Brasil. O sistema proposto baseado em modelos anteriores ja disponibilizados no
Mercado Internacional pode estar adaptado a realidade Brasileira. As necessidades
do consumidor no Brasil, como da identificacdo de espécies bacterianas
epidemioldgicas no Brasil ou aquelas determinadas pelas Agéncias Nacionais de
Regulacdo como de monitoramento obrigatorio.

A confirmacéo da viabilidade do método para analise de BRS implicar4d em
aperfeicoamento do método visando sua aplicacdo na Industria de Petroleo e Gas,
assim como para toda a Industria que necessite de monitoramento desse tipo de
bactérias, a exemplo do monitoramento de efluentes. O novo método para analise
de BRS poderd em sua evolugdo, garantir reducdo de tempo de 28 dias para no
maximo 24h. Reducdo de custos e adequacdo para o controle industrial devido a
rapidez e praticidade.

A importancia para a Industria de Petroleo e Gas ira se refletir em eficacia na
prevencdo e controle de BRS, melhor controle da corrosdo e seus impactos
ambientais, ocupacionais e operacionais, ocasionados por CIM; reducdo de
contaminantes de aguas devido a maior especificidade dos Biocidas aplicados em
tempo habil uma vez que havera eficiéncia dos resultados microbiolégicos e inibi¢do
da proliferacdo de micro-organismos mais resistentes relacionados ao uso
indiscriminados de Biocidas na Industria.

A continuidade dessa pesquisa é fundamental para propor um instrumento de
medicdo em tempo real, livre de marcadores, baixo custo operacional e
computacional, capaz de medir com boas exatiddo e precisdo bactérias presentes
no petréleo e aguas de producéo, especialmente as BRS.

As contribuigcbes académicas séo fundantes dessa pesquisa ja que integram
diversas areas de conhecimento e, portanto, demanda uma equipe multidisciplinar
nas areas da tecnologia, fisica, microbiologia, engenharia de materiais, saude,

computacionais, dentre outras relacionadas a implementacao do projeto.
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Diante das projecdes desse projeto de Pesquisa que integra um projeto mais
amplo de desenvolvimento de um biossensor éptico de rapida identificacéo e livre de
marcadores para culturas microbiologicas solidas e semissélidas, € importante
afirmar as possiveis evolucodes.

No ambito da Fisica Optica e instrumental, o0 modelo podera evoluir para a
reducdo de ruidos provenientes do sistema, menor tamanho fisico do equipamento,
automatizacéo do sistema e integracdo com redes, demandando diversas pesquisas
futuras. A sugestdo que parte da conclusdo do estudo de revisdo incrementada
nessa dissertacdo é a aproximacao do sistema Optico em desenvolvimento nesse
trabalho, aquele proposto no modelo de Minoni, Signoroni e Nassini (2015) em
detrimento ao modelo de Banada (2007), Bae (2008) e Buzalewicz (2014) ao qual foi
baseado o sistema 6ptico do biossensor utilizado.

No ambito da Modelagem Computacional, a sugestdo € realizar testes
comparativos futuros com outros modelos mateméaticos para analise de imagens
visando maior eficiéncia e baixo custo computacional. Alguns algoritmos
computacionais como o proposto por Genuer, Gal, et al. (2016) podem ser testados.
Uma proposta € a pesquisa do método com uso de analise fractal e algoritmos de
evolucao genética.

As andlises Mesh Thermal Lut fornecem informacdes importantes que
sugerem estar relacionadas com a determinacédo de um padrdo de imagem baseado
no mapa de calor. Esses resultados podem indicar um novo caminho de pesquisa
para analise dos padrdes de difracdo considerando seus mapas de calor para
reconhecimento de padrbes de imagens, desde que sejam cultivadas as cepas
padrées de espécies conhecidas de bactérias.

No campo da microbiologia e biofisica, muito trabalho pode ser realizado para
avaliar e medir as colonias bacterianas de tal maneira que avalie melhor as
caracteristicas morfolégicas e possibilite estudos de simulagdo para aprimoramento
tecnoldgico. Assim também, o uso de cultivos puros de BRS para estudos futuros de

validagdo do método.
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APENDICE A - Algoritmo computacional para calculo dos momentos de Zernike do
padrdao de difracdo da colénia um modificado do algoritmo de Amir Tahmasbi
(toolboxes, Matlab)

EZ Editor - Zernikmoment col um multiplos.m MR Command Window

|. Zernike_main.m | Zernikmoment.m 3 | radialpoly.m | Zernikmoment colonia um.m | Zemnikmoement col um multiplos.m = | + |

function [ Z,A,Phi ] = Zernikmoment (p,n,m) Fcalonia um
ZUNTITLED Summary of this function goes here
E Detailed explanation goes here
% Funcao de calculo dos polinomios de Zermike (n,m),polinomic radial, fungfep de
% base, momentos para r=1. Adguiridos do algoritmos de Zmir Tahmasbi

- n= :m=20:;

B B = =5 < ")

= 1ike moments ..., n = " numZstr(n) ', m = ' numZstr(m)]);
e ————————————————————————————————————————————————————— |
%2 row 1

= p = rgb2gray(imread("'D.bmp') )
- r = logical (not (p)):

- tic

- [~, ACH, PhiCH] = Zernikmoment (p,n,m);

- Elapsed time = toc;

= rlabel ({['R = ' num2str(ZCH)]:; ['"‘phi = " num2str(PhiCH)]});
- H = =zize(p,1):

- x = 1:H: v = x®;

= [X,Y] = meshorid(x,v):

- R = sqgrt((2.*X-N-1) .72+ (2.*Y-N-1).°2)/N;
- Theta = atan2 ( (N-1-2.*Y+2), (2.*X-N+1-2));
- R = (R<=1).*R;

= Rad = radialpoly(R,n,m):

- Product = p(x,¥).*Rad.*exp (-li*m*Theta);
- Zz = sum(Product(:)) -

- cnt = nnz (R)+1;

= Z = [(n+l)*Zz/cnt;

function [ Z,A,Phi ] = Zernikmoment (p,n,m) colonia um
SUNTITLED Summary of this function goes here

Detailed explanation goes here
Funcao de calculo dos polinomios de Zernike (n,m),polinomio
radial, funcdes de
% base, momentos para r=1. Adquiridos do algoritmos de Amir Tahmasbi
n=,;m-=;

o
o
o
o

p = rgb2gray (imread ('D.bmp'));
figure (1) ;subplot(2,2,1) ;imshow(p);
title('D");

p = logical (not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment (p,n,m);

Elapsed time = toc;

xlabel ({['A = " num2str (ACH)]; ['\phi = ' num2str (PhiOH)]});

NA = size(p,1);
xA = 1:NA; yA = xA;

[XA,YA] = meshgrid(xA,yA);

RA = sqgrt ((2.*XA-NA-1) .72+ (2.*YA-NA-1)."2) /NA;
ThetaA = atan2 ((NA-1-2.*YA+2), (2.*XA-NA+1-2));
RA = (RA<=1).*RA;

RadA = radialpoly(RA,n,m);



ProductA = p(xA,yA).*RadA.*exp (-1li*m*Thetald);

ZzA = sum(ProductA(:)):;
cntA = nnz (RA)+1;

ZA = (n+l1)*ZzA/cnth;
AA = abs (ZA);

PhiA = angle (ZA)*180/pi;

p = rgb2gray(imread('D realinhada.bmp'));
figure (1) ;subplot(2,2,2) ;imshow (p);
title('D realinhada');

p = logical (not(p)):

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment (p,n,m);

Elapsed time = toc;

xlabel ({['A = ' num2str (ACH)]; ['\phi = ' num2str (PhiOH)]});
NB = size(p,1);

xB = 1:NB; yB = xB;

[XB,YB] = meshgrid(xB,yB);

RB = sqrt((Z.*XB—NB—l).A2+(2.*YB—NB—1).A2)/NB;
ThetaB = atan2 ((NB-1-2.*YB+2), (2.*XB-NB+1-2));
RB = (RB<=1).*RB;

RadB = radialpoly(RB,n,m);

ProductB = p (xB,yB) .*RadB.*exp (-1li*m*ThetaB) ;

Z2zB = sum(ProductB(:));
cntB = nnz (RB)+1;
ZB = (n+1l)*ZzB/cntB;

AB = abs (ZB);
PhiB = angle (ZB)*180/pi;

p = rgb2gray (imread ('E.bmp'"));
figure (1) ;subplot(2,2,3);imshow(p) ;
title('E");

p = logical (not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment (p,n,m);

Elapsed time = toc;

xlabel ({['A = " num2str (AOH)]; ['\phi = ' num2str (PhiOH)]});
NC = size(p,1);

xC = 1:NC; yC = xC;

[XC,YC] = meshgrid(xC,yC);

RC = sqrt((2.*XC-NC-1) .72+ (2.*YC-NC-1)."2) /NC;
ThetaC = atan2 ((NC-1-2.*YC+2), (2.*XC-NC+1-2)) ;
RC = (RC<=1).*RC;

RadC = radialpoly(RC,n,m);

ProductC = p(xC,yC).*RadC.*exp (-1li*m*ThetaC) ;

ZzC = sum(ProductC(:));
cntC = nnz (RC)+1;
ZC = (n+1)*ZzC/cntC;

AC = abs (ZC);
PhiC = angle (ZC)*180/pi;

p = rgb2gray(imread('E realinhada.bmp'));

figure (1) ;subplot(2,2,4) ;imshow (p);

title('E realinhada');

p = logical (not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment (p,n,m);

Elapsed time = toc;

xlabel ({['A = " num2str (ACH)]; ['\phi = ' num2str (PhiOH)]});
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ND = size(p,1);
xD = 1:ND; yD = xD;
[XD,YD] = meshgrid(xD, yD);

RD = sqrt((2.*XD-ND-1)."2+(2.*YD-ND-1) ."2) /ND;
ThetaD = atan2 ((ND-1-2.*YD+2), (2.*XD-ND+1-2)) ;
RD = (RD<=1).*RD;

RadD = radialpoly(RD,n,m);

ProductD = p(xD,yD) .*RadD.*exp (-1i*m*ThetaD) ;

ZzD = sum(ProductD(:));
cntD = nnz (RD)+1;

ZD = (n+1)*ZzD/cntD;

AD = abs (ZD);

PhiD = angle (ZD) *180/pi;
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APENDICE B - Algoritmo para andlise de invariancia a rotagdo dos polindmios de
Zernike aplicados as imagens modificado do algoritmo por amir tahmasbi (toolboxes,
Matlab)

clc; clear all; close all;

n=4; m= 0; % Define the order and the repetition of the moment
disp('————=————————————— - ")
disp(['Calculating Zernike moments , n ="' num2str(n) ', m ="'
num2str(m)]) ;

% row 1

p = imread('ROI 5 EQ E NORM.bmp');
figure (1) ;subplot(2,2,1);imshow(p) ;
title('roi g eq e norm');

p = logical (not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment (p,n,m); % Call Zernikemoment fuction
Elapsed time = toc;

xlabel ({['A = " num2str (AOH)]; ['\phi = ' num2str (PhiOH)]});

p = imread('ROI 5 EQ E NORM ROTATE 90.bmp'");
figure (1) ;subplot(2,2,2) ;imshow (p);
title('roi g eq e norm rotacionada 90');

p = logical (not(p)):;

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment (p,n,m); % Call Zernikemoment fuction
xlabel ({['A = " num2str (AOH)]; ['\phi = ' num2str (PhiOH)]});

p = imread('ROI G SUB.bmp');

figure (1) ;subplot(2,2,3) ;imshow(p);

title('roi g sub');

p = logical (not(p));

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment (p,n,m); % Call Zernikemoment fuction
xlabel ({['A = " num2str (AOH)]; ['\phi = ' num2str (PhiOH)]});

p = imread('ROI G SUB ROTATE 90.bmp'");

figure (1) ;subplot(2,2,4);imshow(p) ;

title('roi g sub rotacionada 90');

p = logical (not(p));

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment (p,n,m); % Call Zernikemoment fuction
xlabel ({['A = ' num2str (AOH)]; ['\phi ' num2str (PhiOH) ]});
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APENDICE C - Algoritmo de analise rotagdo das ROIS da Col6nia um referente ao
quadro ()

clc; clear all; close all;

n=4; m= 0; % Define the order and the repetition of the moment
disp('-——==—"=="=—"""—=—"—— - ")
disp(['Calculating Zernike moments ..., n = ' num2str(n) ', m = '
num2str(m)]) ;

% row 1

p = imread('ROI C.bmp');

figure (1) ;subplot(2,2,1) ;imshow(p);
title('roi c');

p = logical (not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment (p,n,m); % Call Zernikemoment fuction
Elapsed time = toc;

xlabel ({['A = " num2str (AOH)]; ['\phi = ' num2str (PhiOH)]});

p = imread ('ROI C ROTATE 90.bmp');
figure (1) ;subplot(2,2,2);imshow(p) ;
title('roli ¢ rotacionada 90'");

p = logical (not(p));

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment (p,n,m); % Call Zernikemoment fuction
xlabel ({['A = " num2str (AOCH)]; ['\phi = ' num2str (PhiOH)]});

p = imread('e col um SUB.bmp');
figure (1) ;subplot(2,2,3);imshow(p) ;
title('roi a');

p = logical (not(p));

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment (p,n,m); % Call Zernikemoment fuction
xlabel ({['A = " num2str (AOH)]; ['\phi = ' num2str (PhiOH)]});

p = imread('e col um SUBIl rotate.bmp');

figure (1) ;subplot(2,2,4) ;imshow (p);

title('rol a rotacionada 90');

p = logical (not(p));

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment (p,n,m); % Call Zernikemoment fuction
xlabel ({['A = " num2str (AOH)]; ['\phi = ' num2str (PhiOH)]});
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APENDICE D - Algoritmo computacional para andlise da invariancia a rotagéo e
calculo das amplitudes dos momentos de Zernike apresentado em quadro

comparativo entre os padrdes de difracdo das cinco colbnias.

MATLAB Command WindowPage 1

p n=0;m=0;
P diSp(---mmmmmmm oo ):
disp(['Calculating Zernike moments ..., n ="' num2str(n) ', m =" numz2str(m)]);

Calculating Zernike moments ...,n=0,m =0
p =rgb2gray(imread('um_umseg.png"));
figure(1);subplot(3,3,1);imshow(p);
title(coloniaum A');
p = logical(not(p));
tic

[~, AOH, PhiOH] =
Zernikmoment(p,n,m); >> Elapsed_time =
toc;

T T T T ©

xlabel({['A ="' num2str(AOH)]; ['\phi =" num2str(PhiOH)]});
p =rgb2gray(imread('um_doisseg.bmp"));
figure(1);subplot(3,3,2);imshow(p);
title('colonia um B');
p = logical(not(p));

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
xlabel({['A ="' num2str(AOH)]; ['\phi =" num2str(PhiOH)]});
p =rgb2gray(imread('um_doisreal.omp"));
figure(1);subplot(3,3,3);imshow(p);
title('B realinhada');
p = logical(not(p));

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
>> xlabel({['A ="' num2str(AOH)]; ['\phi ="' num2str(PhiOH)]});
>> p =rgh2gray(imread('um_tres.bmp"));
>> figure(1);subplot(3,3,4);imshow(p);
>> title('coloniaum C");
>> p =logical(not(p));

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);

>> xlabel({['A ="' num2str(AOH)]; ['\phi ="' num2str(PhiOH)]});
>> p =rgh2gray(imread('um_quatro.bomp"));
>> figure(1);subplot(3,3,5);imshow(p);
>> title('coloniaum D ');
>> p = logical(not(p));
>> [~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
>> xlabel({['A ="' num2str(AOH)]; ['\phi ="' num2str(PhiOH)]});
>> p =rgh2gray(imread('um_quatroreal.omp));
>> figure(1);subplot(3,3,6);imshow(p);
>> title('realinhada D');
>> p =logical(not(p));
>> [~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
>> xlabel({['A ="' num2str(AOH)]; ['\phi ="' num2str(PhiOH)]});

T T T T

T T T T T



>>
>>
>>
>>

p =rgb2gray(imread('um_seis.bmp"));
figure(1);subplot(3,3,7);imshow(p);
title('E");

p =logical(not(p));

MATLAB Command WindowPage 2

>> [~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);

xlabel({['/A = " num2str(AOH)]; ['\phi = ' num2str(PhiOH)]}); p =

rgb2gray(imread(‘'um_seis.bmp"));

[~ AOH, PhiOH] =

Zernikmoment(p,n,m); Error using .*

>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>

>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>

Integers can only be combined with integers of the same class, or scalar doubles.

Error in Zernikmoment (line 47)
Product = p(x,y).*Rad.*exp(-1i*m*Theta);

>>
xlabel({['A ="' num2str(AOH)]; ['\phi =" num2str(PhiOH)]});
p =rgb2gray(imread('um_sete.omp"));
figure(1);subplot(3,3,7);imshow(p);
p =rgb2gray(imread('um_seis.bmp"));
figure(1);subplot(3,3,7);imshow(p);
title('E");
p = logical(not(p));
[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
xlabel({['A ="' num2str(AOH)]; ['\phi =" num2str(PhiOH)]});
p =rgb2gray(imread('um_sete.bomp"));
figure(1);subplot(3,3,7);imshow(p)

>>
p =rgb2gray(imread('um_seis.bmp"));
figure(1);subplot(3,3,7);imshow(p);
p =rgb2gray(imread('um_umseg.png"));
figure(1);subplot(3,3,1);imshow(p);
title('colonia um A');
p = logical(not(p));
tic
[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;
xlabel({['A =" num2str(AOH)]; ['\phi ="' num2str(PhiOH)]});
p =rgb2gray(imread('um_doisseg.bmp));
figure(1);subplot(3,3,2);imshow(p);
title(colonia um B');
p =logical(not(p));
[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
xlabel({['A ="' num2str(AOH)]; ['\phi =" num2str(PhiOH)]});
p =rgb2gray(imread('um_doisreal.bmp"));
figure(1);subplot(3,3,3);imshow(p);
title('B realinhada ');
p =logical(not(p));
tic
[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time =toc;
xlabel({['A ="' num2str(AOH)]; ['\phi =" num2str(PhiOH)]});
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>>
>>
>>

>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>
>>

p =rgb2gray(imread(‘'um_tres.bmp"));
figure(1);subplot(3,3,4);imshow(p);
title(coloniaum C);

MATLAB Command WindowPage 3

p =logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);

Elapsed_time =toc;

xlabel({['A ="' num2str(AOH)]; ['\phi =" num2str(PhiOH)]});
p =rgb2gray(imread('um_quatro.bmp"));
figure(1);subplot(3,3,5);imshow(p);

title(coloniaum D ');

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);

Elapsed_time =toc;

xlabel({['A ="' num2str(AOH)]; ['\phi =" num2str(PhiOH)]});
p =rgb2gray(imread('um_quatroreal.omp'));
figure(1);subplot(3,3,6);imshow(p);

title(‘realinhada D');

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);

Elapsed_time =toc;

xlabel({['A ="' num2str(AOH)]; ['\phi =" num2str(PhiOH)]});
p =rgb2gray(imread('um_cinco.bmp"));
figure(1);subplot(3,3,7);imshow(p);

title(E");

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);

Elapsed_time =toc;

xlabel({['A ="' num2str(AOH)]; ['\phi =" num2str(PhiOH)]});
p =rgb2gray(imread('um_seis.omp’));
figure(1);subplot(3,3,8);imshow(p);

title('F");

p =logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);

Elapsed_time =toc;

xlabel({['A ="' num2str(AOH)]; ['\phi =" num2str(PhiOH)]});
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>n=0m=0;
>>disp( - e ‘
disp([ 'Calculating Zernike moments ..., n ="

Calculating Zernike moments ..., n=0,m=0

>> p = rgh2gray(imread( 'D.omp" ));
figure(1);subplot(2,2,1);imshow(p);

titlke( D' );

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ ‘A=" num2str(AOH)]; [ \phi ="'
NA =size(p,1);

XA = L:NA; YA = XA,

[XA,YA] = meshgrid(xA,yA);

RA = sgrt((2.*XA-NA-1)./2+(2.*YA-NA-
1).72)INA; ThetaA = atan2((NA-1-
2.*YA+2),(2.*XA-NA+1-2));

RA = (RA<=1).*RA;

RadA = radialpoly(RA,n,m);

ProductA = p(xA,yA).*RadA.*exp(-1i*m*ThetaA);
ZzA = sum(ProductA(:));

cntA = nnz(RA)+1;

ZA = (n+1)*ZzAlcntA;

AA = abs(ZA);

PhiA = angle(ZA)*180/pi;

p = rgh2gray(imread( 'D realinhada.bmp’
figure(1);subplot(2,2,2);imshow(p);

title( D realinhada’ );

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ '‘A=" num2str(AOH)]; [ \phi ="
NB =size(p,1);

xB = 1:NB; yB = xB;

[XB,YB] = meshgrid(xB,yB);

RB =  sqrt((2.*XB-NB-1)./2+(2.*YB-NB-
1).72)INB; ThetaB = atan2((NB-1-
2.*YB+2),(2.*XB-NB+1-2));

RB = (RB<=1).*RB;

RadB = radialpoly(RB,n,m);

ProductB = p(xB,yB).*RadB.*exp(-1i*m*ThetaB);
ZzB = sum(ProductB(:));

cntB = nnz(RB)+1;

ZB = (n+1)*ZzB/cntB;

AB = abs(ZB);

PhiB = angle(zZB)*180/pi;

);

numa2str(n)

num2str(PhiOH)]});

numz2str(PhiOH)1});
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numa2str(m)]);



p = rgh2gray(imread( ‘E.bmp" ));
figure(1);subplot(2,2,3);imshow(p);
title(  'E' );

p = logical(not(p));

tic

MATLAB Command Window Page 1

>>n=4;,m=0;

>>disp( - e ‘

disp([ 'Calculating Zernike moments ..., n ="

Calculating Zernike moments ..., n=4, m=0
>> p = rgh2gray(imread( 'D.omp" ));
figure(1);subplot(2,2,1);imshow(p);

titte( D' );

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ '‘A=" num2str(AOH)]; [ "\phi =

NA = size(p,1);

XA = L:NA; yA = XA,

[XAYA] = meshgrid(xA,yA);

RA = sqrt((2.*XA-NA-1).22+(2.*Y A-NA-
1).72)INA; ThetaA = atan2((NA-1-
2.*YA+2),(2.*XA-NA+1-2));

RA = (RA<=1).*RA;

RadA = radialpoly(RA,n,m);

ProductA = p(xA,yA).*RadA.*exp(-1i*m*ThetaA);
ZzA = sum(ProductA(:));

cntA = nnz(RA)+1;

ZA = (n+1)*ZzAlcntA;

AA = abs(ZA);

PhiA = angle(ZA)*180/pi;

p = rgb2gray(imread( 'D realinhada.bmp'
figure(1);subplot(2,2,2);imshow(p);

title( 'D realinhada’ );

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ ‘A=" num2str(AOH)]; [ \phi =

NB =size(p,1);

xB = 1:NB; yB = xB;

[XB,YB] = meshgrid(xB,yB);

RB = sgrt((2.*XB-NB-1)."2+(2.*YB-NB-
1).~2)/NB; ThetaB = atan2((NB-1-
2.*YB+2),(2.*XB-NB+1-2));

RB = (RB<=1).*RB;

RadB = radialpoly(RB,n,m);

ProductB = p(xB,yB).*RadB.*exp(-1li*m*ThetaB);

num2str(n)

numz2str(PhiOH)1});

)

numz2str(PhiOH)1});
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ZzB = sum(ProductB(%));
cntB = nnz(RB)+1;

ZB = (n+1)*ZzB/cntB;
AB = abs(ZB);

PhiB = angle(ZB)*180/pi;

p = rgh2gray(imread( ‘E.bmp" ));
figure(1);subplot(2,2,3);imshow(p);

title( E' )

p = logical(not(p));

tic

MATLAB Command Window Page 2

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ '‘A=" num2str(AOH)]; [ "\phi =

NC =size(p,1);

XC = 1:NC; yC = xC;

[XC,YC] = meshgrid(xC,yC);

RC = sgrt((2.*XC-NC-1).2+(2.*YC-NC-
1).72)INC; ThetaC = atan2((NC-1-
2.*YC+2),(2.*XC-NC+1-2));

RC = (RC<=1).*RC;

RadC = radialpoly(RC,n,m);

ProductC = p(xC,yC).*RadC.*exp(-1i*m*ThetaC);
ZzC = sum(ProductC(®));

cntC = nnz(RC)+1;

ZC = (n+1)*ZzClcntC;

AC = abs(zZ0);

PhiC = angle(ZC)*180/pi;

p = rgb2gray(imread( 'E realinhada.bmp’
figure(1);subplot(2,2,4);imshow(p);

title( 'E realinhada’ );

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ ‘A=" num2str(AOH)]; [ \phi =

ND =size(p,1);

XD = 1:ND; yD = xD;

[XD,YD] = meshgrid(xD,yD);

RD = sgrt((2.*XD-ND-1)."2+(2.*YD-ND-
1).~2)IND; ThetaD = atan2((ND-1-
2.*YD+2),(2.*XD-ND+1-2));

RD = (RD<=1).*RD;

RadD = radialpoly(RD,n,m);

ProductD = p(xD,yD).*RadD.*exp(-1i*m*ThetaD);
ZzD = sum(ProductD(®));

cntD = nnz(RD)+1;

ZD = (n+1)*ZzD/cntD;

)

num2str(PhiOH)1});

num2str(PhiOH)]});
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AD = abs(ZD);

PhiD = angle(ZD)*180/pi;

>>load( 'workspace quadro comparativo col umn 0 m 0.mat' )
>>load(  'workspace quadro comparativo col umn 2 m 0.mat' )
>>load(  ‘workspace quadro comparatico col um n 3 m 3.mat' )
>>load(  ‘'workspace quadro comparatico col um n5 m 5.mat' )
>>load(  ‘workspace quadro comparatico col umn 12 m 0.mat' )
>>

MATLAB Command Window Page 1

>>n=4;m=0;

>>disp( ' );
disp([ 'Calculating Zernike moments ..., n =" num2str(n) “m=" num2str(m)]);

Calculating Zernike moments ..., n=4,m=0

>> p = rgh2gray(imread( 'D.omp" ));
figure(1);subplot(2,2,1);imshow(p);

titte( D' );

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ '‘A=" num2str(AOH)]; [ "\phi =" num2str(PhiOH)1});
NA = size(p,1);

XA = L:INA; YA = XA,

[XA,YA] = meshgrid(xA,yA);

RA =  sqrt((2.*XA-NA-1).22+(2.*Y A-NA-
1).72)INA; ThetaA = atan2((NA-1-
2.*YA+2),(2.*XA-NA+1-2));

RA = (RA<=1).*RA;

RadA = radialpoly(RA,n,m);

ProductA = p(xA,yA).*RadA.*exp(-1i*m*ThetaA);
ZzA = sum(ProductA(:));

cntA = nnz(RA)+1;

ZA = (n+1)*ZzAlcntA;

AA = abs(ZA);

PhiA = angle(ZA)*180/pi;

p = rgb2gray(imread( 'D realinhada.bmp' );
figure(1);subplot(2,2,2);imshow(p);

title( 'D realinhada’ );

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);

Elapsed_time = toc;

xlabel({[ ‘A=" num2str(AOH)]; [ \phi =" numz2str(PhiOH)1});
NB =size(p,1);

xB = 1:NB; yB = xB;

[XB,YB] = meshgrid(xB,yB);

RB = sqrt((2.*XB-NB-1).A2+(2.*YB-NB-



1).72)/INB; ThetaB = atan2((NB-1-
2.*YB+2),(2.*XB-NB+1-2));

RB = (RB<=1).*RB;

RadB = radialpoly(RB,n,m);

ProductB = p(xB,yB).*RadB.*exp(-1i*m*ThetaB);
ZzB = sum(ProductB(%));

cntB = nnz(RB)+1;

ZB = (n+1)*ZzB/cntB;

AB = abs(ZB);

PhiB = angle(ZB)*180/pi;

p = rgh2gray(imread( ‘E.bmp" ));
figure(1);subplot(2,2,3);imshow(p);

titte(  'E' );

p = logical(not(p));

tic

MATLAB Command Window Page 2

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ ‘A=" num2str(AOH)]; [ \phi =

NC =size(p,l);

xC = 1:NC; yC = xC;

[XC,YC] = meshgrid(xC,yC);

RC = sgrt((2.*XC-NC-1)."2+(2.*YC-NC-
1).72)INC; ThetaC = atan2((NC-1-
2.*YC+2),(2.*XC-NC+1-2));

RC = (RC<=1).*RC;

RadC = radialpoly(RC,n,m);

ProductC = p(xC,yC).*RadC.*exp(-1i*m*ThetaC);
ZzC = sum(ProductC(>));

cntC = nnz(RC)+1;

ZC = (n+1)*ZzClcntC;

AC =abs(ZC);

PhiC = angle(ZC)*180/pi;

p = rgb2gray(imread( 'E realinhada.bmp’
figure(1);subplot(2,2,4);imshow(p);

title( 'E realinhada’ );

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ ‘A=" num2str(AOH)]; [ \phi =

ND =size(p,1);

XD = 1:ND; yD = xD;

[XD,YD] = meshgrid(xD,yD);

RD = sgrt((2.*XD-ND-1)."2+(2.*YD-ND-

)

num2str(PhiOH)]});

numz2str(PhiOH)1});
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1)./2)/ND;

ThetaD = atan2((ND-1-

2.*YD+2),(2.*XD-ND+1-2));

RD = (RD<=1).*RD;

RadD = radialpoly(RD,n,m);

ProductD = p(xD,yD).*RadD.*exp(-1i*m*ThetaD);
ZzD = sum(ProductD(’));

cntD = nnz(RD)+1,;

ZD = (n+1)*ZzD/cntD;

AD = abs(zD);

PhiD = angle(ZD)*180/pi;

>> [oad(
>> [oad(
>> [oad(
>> [oad(
>> |oad(
>>

‘workspace quadro comparativo col um n 0 m 0.mat'
‘workspace quadro comparativo col um n 2 m 0.mat'
‘workspace quadro comparatico col um n 3 m 3.mat'
‘workspace quadro comparatico col umn 5 m 5.mat'
‘workspace quadro comparatico col um n 12 m 0.mat'

MATLAB Command Window Page 2

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[

‘A=" num2str(AOH)]; [ \phi ="' num2str(PhiOH)1});

NC =size(p,l);
XC = 1:NC; yC = xC;
[XC,YC] = meshgrid(xC,yC);

RC =
1).A2)INC;

sgrt((2.*XC-NC-1).A2+(2.*YC-NC-
ThetaC = atan2((NC-1-

2.*YC+2),(2.*XC-NC+1-2));

RC = (RC<=1).*RC;

RadC = radialpoly(RC,n,m);

ProductC = p(xC,yC).*RadC.*exp(-1i*m*ThetaC);
Zz2C = sum(ProductC(:));

cntC = nnz(RC)+1;

ZC = (n+1)*ZzClcntC;

AC =abs(ZC);

PhiC = angle(zZC)*180/pi;

p = rgb2gray(imread(

'E realinhada.bmp’ )i

figure(1);subplot(2,2,4);imshow(p);

title(

'E realinhada’ );

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[

'‘A=" num2str(AOH)]; [ \phi =" num2str(PhiOH)1});

ND =size(p,1);
xD = 1:ND; yD = xD;
[XD,YD] = meshgrid(xD,yD);

RD =
1)./2)/ND;

sqrt((2.*XD-ND-1)."2+(2.*YD-ND-
ThetaD = atan2((ND-1-

2.*YD+2),(2.*XD-ND+1-2));
RD = (RD<=1).*RD;
RadD = radialpoly(RD,n,m);

~— N N
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ProductD = p(xD,yD).*RadD.*exp(-1i*m*ThetaD);
ZzD = sum(ProductD(%));

cntD = nnz(RD)+1;

ZD = (n+1)*ZzD/cntD;

AD = abs(ZD);
PhiD = angle(ZD)*180/pi;
>>

MATLAB Command Window Page 1

>>n=14, m=0;

>>disp( - S —— '

disp([ 'Calculating Zernike moments ..., n ="

Calculating Zernike moments ..., n =14, m=0
>> p = rgh2gray(imread( 'D.omp" ));
figure(1);subplot(2,2,1);imshow(p);

titte( D' );

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ '‘A=" num2str(AOH)]; [ "\phi =

NA = size(p,1);

XA = L:NA; yA = XA,

[XAYA] = meshgrid(xA,yA);

RA = sgrt((2.*XA-NA-1)."2+(2.*Y A-NA-
1).72)INA; ThetaA = atan2((NA-1-
2.*YA+2),(2.*XA-NA+1-2));

RA = (RA<=1).*RA,;

RadA = radialpoly(RA,n,m);

ProductA = p(xA,yA).*RadA.*exp(-1i*m*ThetaA);
ZzA = sum(ProductA(:));

cntA = nnz(RA)+1;

ZA = (n+1)*ZzAlcntA;

AA = abs(ZA);

PhiA = angle(ZA)*180/pi;

p = rgb2gray(imread( 'D realinhada.bmp'
figure(1);subplot(2,2,2);imshow(p);

title( 'D realinhada’ );

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ ‘A=" num2str(AOH)]; [ \phi =

NB =size(p,1);

XB = 1:NB; yB = xB;

[XB,YB] = meshgrid(xB,yB);

RB = sgrt((2.*XB-NB-1)."2+(2.*YB-NB-
1).72)/NB; ThetaB = atan2((NB-1-
2.*YB+2),(2.*XB-NB+1-2));

RB = (RB<=1).*RB;

num2str(n)

numz2str(PhiOH)1});

)

numz2str(PhiOH)1});
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RadB = radialpoly(RB,n,m);

ProductB = p(xB,yB).*RadB.*exp(-1i*m*ThetaB);
ZzB = sum(ProductB(%));

cntB = nnz(RB)+1;

ZB = (n+1)*ZzB/cntB;

AB = abs(ZB);

PhiB = angle(ZB)*180/pi;

p = rgb2gray(imread( ‘E.bmp" ));
figure(1);subplot(2,2,3);imshow(p);

title( E' )

p = logical(not(p));

tic

MATLAB Command Window Page 2

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ ‘A=" num2str(AOH)]; [ \phi =

NC =size(p,l);

XC = 1:NC; yC = xC;

[XC,YC] = meshgrid(xC,yC);

RC = sgrt((2.*XC-NC-1).22+(2.*YC-NC-
1).72)INC; ThetaC = atan2((NC-1-
2.*YC+2),(2.*XC-NC+1-2));

RC = (RC<=1).*RC;

RadC = radialpoly(RC,n,m);

ProductC = p(xC,yC).*RadC.*exp(-1i*m*ThetaC);
Zz2C = sum(ProductC(:));

cntC = nnz(RC)+1;

ZC = (n+1)*ZzClcntC;

AC =abs(ZC);

PhiC = angle(zZC)*180/pi;

p = rgh2gray(imread( 'E realinhada.bmp'
figure(1);subplot(2,2,4);imshow(p);

title(  'E realinhada’ );

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ '‘A=" num2str(AOH)]; [ "\phi =

ND =size(p,1);

xD = 1:ND; yD = xD;

[XD,YD] = meshgrid(xD,yD);

RD = sgrt((2.*XD-ND-1)."2+(2.*YD-ND-
1).~2)IND; ThetaD = atan2((ND-1-
2.*YD+2),(2.*XD-ND+1-2));

RD = (RD<=1).*RD;

RadD = radialpoly(RD,n,m);

ProductD = p(xD,yD).*RadD.*exp(-1li*m*ThetaD);
ZzD = sum(ProductD(3));

cntD = nnz(RD)+1;

);

num2str(PhiOH)]});

num2str(PhiOH)1});
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ZD = (n+1)*ZzD/cntD;

AD = abs(ZD);
PhiD = angle(ZD)*180/pi;
>>

MATLAB Command Window Page 1

>>n=15; m=15;

>>disp( - e ‘

disp([ 'Calculating Zernike moments ..., n ="

Calculating Zernike moments ..., n =15 m=15
>>p = rgb2gray(imread( 'D.omp" ));
figure(1);subplot(2,2,1);imshow(p);

title( D' );

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ ‘A=" num2str(AOH)]; [ \phi =

NA =size(p,1);

XA = L:NA; YA = XA,

[XA,YA] = meshgrid(xA,yA);

RA = sgrt((2.*XA-NA-1)."2+(2.*Y A-NA-
1).72)INA; ThetaA = atan2((NA-1-
2.*YA+2),(2.*XA-NA+1-2));

RA = (RA<=1).*RA,

RadA = radialpoly(RA,n,m);

ProductA = p(xA,yA).*RadA.*exp(-1i*m*ThetaA);
ZzA = sum(ProductA(:));

cntA = nnz(RA)+1;

ZA = (n+1)*ZzAlcntA;

AA = abs(ZA);

PhiA = angle(ZA)*180/pi;

p = rgh2gray(imread( 'D realinhada.bmp’
figure(1);subplot(2,2,2);imshow(p);

title( D realinhada’ );

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ '‘A=" num2str(AOH)]; [ \phi =

NB =size(p,1);

xB = 1:NB; yB = xB;

[XB,YB] = meshgrid(xB,yB);

RB = sqrt((2.*XB-NB-1)."2+(2.*YB-NB-
1).~2)INB; ThetaB = atan2((NB-1-
2.*YB+2),(2.*XB-NB+1-2));

RB = (RB<=1).*RB;

RadB = radialpoly(RB,n,m);

ProductB = p(xB,yB).*RadB.*exp(-1i*m*ThetaB);

numa2str(n) 'm="

num2str(PhiOH)]});

);

numz2str(PhiOH)1});
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ZzB = sum(ProductB(%));
cntB = nnz(RB)+1;

ZB = (n+1)*ZzB/cntB;
AB = abs(ZB);

PhiB = angle(ZB)*180/pi;

p = rgh2gray(imread( ‘E.bmp" ));
figure(1);subplot(2,2,3);imshow(p);

title( E' )

p = logical(not(p));

tic

MATLAB Command Window Page 2

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ ‘A=" num2str(AOH)]; [ \phi =

NC =size(p,l);

XC = 1:NC; yC = xC;

[XC,YC] = meshgrid(xC,yC);

RC = sgrt((2.*XC-NC-1).22+(2.*YC-NC-
1).72)INC; ThetaC = atan2((NC-1-
2.*YC+2),(2.*XC-NC+1-2));

RC = (RC<=1).*RC;

RadC = radialpoly(RC,n,m);

ProductC = p(xC,yC).*RadC.*exp(-1li*m*ThetaC);
Zz2C = sum(ProductC(:));

cntC = nnz(RC)+1;

ZC = (n+1)*ZzClcntC;

AC =abs(ZC);

PhiC = angle(zZC)*180/pi;

p = rgh2gray(imread( 'E realinhada.bmp'
figure(1);subplot(2,2,4);imshow(p);

title(  'E realinhada’ );

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ '‘A=" num2str(AOH)]; [ "\phi =

ND = size(p,1);

XD = 1:ND; yD = xD;

[XD,YD] = meshgrid(xD,yD);

RD = sgrt((2.*XD-ND-1)."2+(2.*YD-ND-
1).~2)IND; ThetaD = atan2((ND-1-
2.*YD+2),(2.*XD-ND+1-2));

RD = (RD<=1).*RD;

RadD = radialpoly(RD,n,m);

ProductD = p(xD,yD).*RadD.*exp(-1li*m*ThetaD);
ZzD = sum(ProductD(:));

cntD = nnz(RD)+1;

ZD = (n+1)*ZzD/cntD;

AD = abs(ZD);

);

num2str(PhiOH)]});

num2str(PhiOH)1});
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PhiD = angle(ZD)*180/pi;
>>

MATLAB Command Window Page 1

>>n=2:m=0;

>>disp( - mmmmmmmeeeeen '

disp([ 'Calculating Zernike moments ..., n ="

Calculating Zernike moments ..., n=2, m=0
>> p = rgh2gray(imread( 'D.omp" ));
figure(1);subplot(2,2,1);imshow(p);

titte( D' );

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ '‘A=" num2str(AOH)]; [ "\phi =

NA = size(p,1);

XA = L:NA; yA = XA,

[XAYA] = meshgrid(xA,yA);

RA = sgrt((2.*XA-NA-1)."2+(2.*Y A-NA-
1).72)INA; ThetaA = atan2((NA-1-
2.*YA+2),(2.*XA-NA+1-2));

RA = (RA<=1).*RA,

RadA = radialpoly(RA,n,m);

ProductA = p(xA,yA).*RadA.*exp(-1i*m*ThetaA);
ZzA = sum(ProductA(:));

cntA = nnz(RA)+1;

ZA = (n+1)*ZzAlcntA;

AA = abs(ZA);

PhiA = angle(ZA)*180/pi;

p = rgb2gray(imread( 'D realinhada.bmp'
figure(1);subplot(2,2,2);imshow(p);

title( 'D realinhada’ );

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ ‘A=" num2str(AOH)]; [ \phi =

NB =size(p,1);

XB = 1:NB; yB = xB;

[XB,YB] = meshgrid(xB,yB);

RB = sgrt((2.*XB-NB-1)."2+(2.*YB-NB-
1).~2)/NB; ThetaB = atan2((NB-1-
2.*YB+2),(2.*XB-NB+1-2));

RB = (RB<=1).*RB;

RadB = radialpoly(RB,n,m);

ProductB = p(xB,yB).*RadB.*exp(-1li*m*ThetaB);
ZzB = sum(ProductB(%));

num2str(n) ' m

num2str(PhiOH)1});

)

numz2str(PhiOH)1});
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cntB = nnz(RB)+1;

ZB = (n+1)*ZzB/cntB;
AB = abs(ZB);

PhiB = angle(ZB)*180/pi;

p = rgh2gray(imread( ‘E.bmp" ));
figure(1);subplot(2,2,3);imshow(p);

title( E' )

p = logical(not(p));

tic

MATLAB Command Window Page 2

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ ‘A=" num2str(AOH)]; [ \phi =

NC =size(p,l);

XC = 1:NC; yC = xC;

[XC,YC] = meshgrid(xC,yC);

RC = sgrt((2.*XC-NC-1)."2+(2.*YC-NC-
1).72)INC; ThetaC = atan2((NC-1-
2.*YC+2),(2.*XC-NC+1-2));

RC = (RC<=1).*RC;

RadC = radialpoly(RC,n,m);

ProductC = p(xC,yC).*RadC.*exp(-1i*m*ThetaC);
ZzC = sum(ProductC(>));

cntC = nnz(RC)+1;

ZC = (n+1)*ZzClcntC;

AC = abs(zZ0);

PhiC = angle(ZC)*180/pi;

p = rgb2gray(imread( 'E realinhada.bmp’
figure(1);subplot(2,2,4);imshow(p);

title( 'E realinhada’ );

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ ‘A=" num2str(AOH)]; [ “\phi =

ND =size(p,1);

xD = 1:ND; yD = xD;

[XD,YD] = meshgrid(xD,yD);

RD = sgrt((2.*XD-ND-1)."2+(2.*YD-ND-
1).~2)IND; ThetaD = atan2((ND-1-
2.*YD+2),(2.*XD-ND+1-2));

RD = (RD<=1).*RD;

RadD = radialpoly(RD,n,m);

ProductD = p(xD,yD).*RadD.*exp(-1i*m*ThetaD);
ZzD = sum(ProductD(:));

cntD = nnz(RD)+1;

ZD = (n+1)*ZzD/cntD;

AD = abs(zD);

PhiD = angle(ZD)*180/pi;

>>

)

num2str(PhiOH)]});

num2str(PhiOH)]});
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MATLAB Command Window Page 1

>n=3;m=3;

>>disp( - e ‘

disp([ 'Calculating Zernike moments ..., n ="

Calculating Zernike moments ..., n=3, m=3
>> p = rgh2gray(imread( 'D.omp" ));
figure(1);subplot(2,2,1);imshow(p);

title( D' );

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ '‘A=" num2str(AOH)]; [ "\phi =

NA = size(p,1);

XA = L:NA; yA = XA,

[XAYA] = meshgrid(xA,yA);

RA = sgrt((2.*XA-NA-1).2+(2.*Y A-NA-
1).22)INA; ThetaA = atan2((NA-1-
2.*YA+2),(2.*XA-NA+1-2));

RA = (RA<=1).*RA;

RadA = radialpoly(RA,n,m);

ProductA = p(xA,yA).*RadA.*exp(-1i*m*ThetaA);
ZzA = sum(ProductA(2));

cntA = nnz(RA)+1;

ZA = (n+1)*ZzAlcntA;

AA = abs(ZA);

PhiA = angle(ZA)*180/pi;

p = rgb2gray(imread( 'D realinhada.bmp'
figure(1);subplot(2,2,2);imshow(p);

title( 'D realinhada’ );
p = logical(not(p));
tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ ‘A=" num2str(AOH)]; [ \phi =

NB =size(p,1);

xB =1:NB; yB = xB;

[XB,YB] = meshgrid(xB,yB);

RB = sgrt((2.*XB-NB-1)."2+(2.*YB-NB-
1).72)INB; ThetaB = atan2((NB-1-
2.*YB+2),(2.*XB-NB+1-2));

RB = (RB<=1).*RB;

RadB = radialpoly(RB,n,m);

ProductB = p(xB,yB).*RadB.*exp(-1li*m*ThetaB);
ZzB = sum(ProductB(3));

cntB = nnz(RB)+1;

ZB = (n+1)*ZzB/cntB;

AB = abs(ZB);

PhiB = angle(zZB)*180/pi;

)

num2str(n)

numz2str(PhiOH)1});

num2str(PhiOH)]});
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p = rgh2gray(imread( ‘E.bmp" ));
figure(1);subplot(2,2,3);imshow(p);
title(  'E' );

p = logical(not(p));

tic

MATLAB Command Window Page 2

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ '‘A=" num2str(AOH)I; [ "\phi =

NC =size(p,1);

XC = 1:NC; yC = xC;

[XC,YC] = meshgrid(xC,yC);

RC = sgrt((2.*XC-NC-1)."2+(2.*YC-NC-
1).72)INC; ThetaC = atan2((NC-1-
2.*YC+2),(2.*XC-NC+1-2));

RC = (RC<=1).*RC;

RadC = radialpoly(RC,n,m);

ProductC = p(xC,yC).*RadC.*exp(-1i*m*ThetaC);
ZzC = sum(ProductC(>));

cntC = nnz(RC)+1;

ZC = (n+1)*ZzClcntC;

AC = abs(zC);

PhiC = angle(ZC)*180/pi;

p = rgb2gray(imread( 'E realinhada.bmp’
figure(1);subplot(2,2,4);imshow(p);

title( 'E realinhada’ );

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ ‘A=" num2str(AOH)]; [ “\phi =

ND =size(p,1);

xD = 1:ND; yD = xD;

[XD,YD] = meshgrid(xD,yD);

RD = sgrt((2.*XD-ND-1)."2+(2.*YD-ND-
1).~2)IND; ThetaD = atan2((ND-1-
2.*YD+2),(2.*XD-ND+1-2));

RD = (RD<=1).*RD;

RadD = radialpoly(RD,n,m);

ProductD = p(xD,yD).*RadD.*exp(-1i*m*ThetaD);
ZzD = sum(ProductD(’));

cntD = nnz(RD)+1;

ZD = (n+1)*ZzD/cntD;

AD = abs(zD);
PhiD = angle(ZD)*180/pi;
>>

MATLAB Command Window Page 1

>n=5:m=5;

>> disp( - - — '

)

num2str(PhiOH)1});

num2str(PhiOH)]});
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disp([ 'Calculating Zernike moments ..., n ="

Calculating Zernike moments ..., n=5m=5

>> p = rgh2gray(imread( 'D.omp" ));
figure(1);subplot(2,2,1);imshow(p);

titlke( D' );

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ '‘A=" num2str(AOH)]; [ \phi ="
NA =size(p,1);

XA = LINA; yA = XA,

[XA,YA] = meshgrid(xA,yA);

RA = sgrt((2.*XA-NA-1)."2+(2.*YA-NA-
1).72)INA; ThetaA = atan2((NA-1-
2.*YA+2),(2.*XA-NA+1-2));

RA = (RA<=1).*RA;

RadA = radialpoly(RA,n,m);

ProductA = p(xA,yA).*RadA.*exp(-1i*m*ThetaA);
ZzA = sum(ProductA(:));

cntA = nnz(RA)+1;

ZA = (n+1)*ZzAlcntA;

AA = abs(ZA);

PhiA = angle(ZA)*180/pi;

p = rgh2gray(imread( 'D realinhada.bmp’ );
figure(1);subplot(2,2,2);imshow(p);

title(  'D realinhada’ );

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ '‘A=" num2str(AOH)]; [ \phi ="
NB =size(p,1);

xB = 1:NB; yB = xB;

[XB,YB] = meshgrid(xB,yB);

RB =  sqrt((2.*XB-NB-1)./2+(2.*YB-NB-
1).72)INB; ThetaB = atan2((NB-1-
2.*YB+2),(2.*XB-NB+1-2));

RB = (RB<=1).*RB;

RadB = radialpoly(RB,n,m);

ProductB = p(xB,yB).*RadB.*exp(-1i*m*ThetaB);
ZzB = sum(ProductB(:));

cntB = nnz(RB)+1;

ZB = (n+1)*ZzB/cntB;

AB = abs(ZB);

PhiB = angle(zZB)*180/pi;

p = rgh2gray(imread( ‘E.bmp" ));
figure(1);subplot(2,2,3);imshow(p);
title( ‘E');

p = logical(not(p));
tic

numa2str(n)

num2str(PhiOH)]});

num2str(PhiOH)1});
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numz2str(m)]);
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[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ '‘A=" num2str(AOH)]; [ \phi =

NC =size(p,1);

XC = 1:NC; yC = xC;

[XC,YC] = meshgrid(xC,yC);

RC = sqrt((2.*XC-NC-1)."2+(2.*YC-NC-
1).72)INC; ThetaC = atan2((NC-1-
2.*YC+2),(2.*XC-NC+1-2));

RC = (RC<=1).*RC;

RadC = radialpoly(RC,n,m);

ProductC = p(xC,yC).*RadC.*exp(-1li*m*ThetaC);
Zz2C = sum(ProductC(:));

cntC = nnz(RC)+1;

ZC = (n+1)*ZzClcntC;

AC = abs(ZC);

PhiC = angle(zZC)*180/pi;

p = rgh2gray(imread( 'E realinhada.bmp’
figure(1);subplot(2,2,4);imshow(p);

title(  'E realinhada’ );

p = logical(not(p));

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment(p,n,m);
Elapsed_time = toc;

xlabel({[ '‘A=" num2str(AOH)]; [ "\phi =

ND = size(p,1);

XD = 1:ND; yD = xD;

[XD,YD] = meshgrid(xD,yD);

RD = sgrt((2.*XD-ND-1).2+(2.*YD-ND-
1).72)IND; ThetaD = atan2((ND-1-
2.*YD+2),(2.*XD-ND+1-2));

RD = (RD<=1).*RD;

RadD = radialpoly(RD,n,m);

ProductD = p(xD,yD).*RadD.*exp(-1i*m*ThetaD);

ZzD = sum(ProductD(}));
cntD = nnz(RD)+1;

ZD = (n+1)*ZzD/cntD;
AD = abs(ZD);

PhiD = angle(zZD)*180/pi;
>>

);

num2str(PhiOH)1});

numz2str(PhiOH)1});
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APENDICE E - Quadros comparativos da andlise de Zernike nos diagramas de
difracdo para a colbnia um em software Matlab sem etapas de processamento de

imagens

coloniaum A

A =0.3826

O =

coloniaum C

-
A =0.36301
d=0
E

coloniaum B

A = 0.40866
= 0
coloniaum D

A =0.70918
o= 0
F
A = 0.68992
=0

B realinhada

A =0.34604
0= O
realinhada D

A =0.67606
&=0



D realinhada

A =0.008171 A = 0.0044458
»=157.3039 ¢=157.8153
E E realinhada

A = 0.0056845 A = 0.0056845
¢ = 168.6805 ¢ = 168.6805

D realinhada

A =0.0074578 A =0.0092069
¢ =-32.0394 »=-30.9918
E E realinhada

A =0.0083844 A =0.0083844
¢ =-73.798 ¢ =-73.798
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D realinhada

A=2.23863 A=2.205
¢ =180 $ =180
E realinhada

A=1.9471 A=1.9471
¢ =180 ¢ =180

D realinhada

A=0.014126 A =0.013442
& =-51.563 @ =-41.0518
E E realinhada

A=0.017112 A=0.017112
¢ = -26.265 ¢ = -26.265



D realinhada

A =2.0394 A =1.9025
= O (= O
E E realinhada

A =1.6746 A= 1.6746
lv':O l'::O

D realinhada

A =0.028302 A =0.027396
¢ = 52.0666 ¢ = 56.1007
E E realinhada

A =0.03141 A=0.03141
& =41.6184 ¢ =41.6184
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D realinhada

A =0.63864 A =0.58579
= 0 o= O
E E realinhada

A = 0.49991 A = 0.49991
= 0 0= O
D D realinhada

A =0.63864 A=0.58579
0= o= O
E realinhada

A = 0.49991 A =0.49991
0= 0 0= 0
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D realinhada

A =0.030066 A =0.030942
=179.2369 ¢ =-162.6489
E E realinhada

A=0.044726 A=0.044726
0= ‘1529696 Q= -1529696
D D realinhada

A=0.22628 A =0.2024
=180 ¢ =180
E E realinhada

A=0.18228 A=0.18228
¢ =180 ¢ =180
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D realinhada

A =0.0074578 A =0.0092069
b =-32.0394 @ =-30.9918
E E realinhada

A =0.0083844 A =0.0083844 =ik
i":‘73.798 lr:'73.798 mzls
colonia um

D realinhada

A=2.3863 A=2.205
¢ =180 ¢ =180
E E realinhada

n=14
m=0
colonia um

A=1.9471 A=1.9471
¢ =180 ¢ =180



D realinhada

A=0.014126 A =0.013442
& =-51.563 & =-41.0518
E E realinhada

A=0.017112 A=0.017112 1
@ = -26.265 ¢ = -26.265

> |

3
m=13
colonia um

D realinhada

A =2.0394 A =1.9025
o = O o= 0
E E realinhada

A= 1.6746 A=16746 oo
$=0 $=0

colonia um
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D realinhada

A =0.028302 A =0.027396
¢ =52.0666 o = 56.1007
E E realinhada

A=0.03141 A =0.03141 a=75
6 =41.6184 $=416184 =5
colonia um
D D realinhada

A =0.63864 A = 0.58579
o= O = O
E E realinhada

A = 0.49991 A =0.49991 n
& =0 h=0 m=0

colonia um
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D realinhada

A = 0.030066 A =0.030942
o =179.2369 b =-162.6489
E E realinhada

A =0.044726 A =0.044726
¢ =-152.9696 ¢ =-152.9696 =3

colonia um

D realinhada

A=0.22628 A =0.2024
¢ =180 ¢ =180
E E realinhada

A=0.18228 A=0.18228 n=2
¢ =180 @ =180 m=0
colonia um
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D realinhada

A =0.62488 A = 0.58647
é=0 o=0
E E realinhada

A=0.51326 A=0.51326 n=20
b =0 a=0 m=0
colonia um

D realinhada

A=0.22628 A =0.2024
¢ =180 ¢ =180
E E realinhada

A=0.18228 A=0.18228
o= 180 @ =180
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A = 0.030066 A =0.028302 A=0.014126 A =0.0074578
¢ =179.2369 ¢ = 52.0666 ¢ =-51.563 ¢ =-32.0394
E E E E

A =0.044726 A =0.03141 A=0.017112 A =0.0083844
& =-152.9696 »=41.6184 b =-26.265 6 =-73.798
D realinhada D realinhada D realinhada D realinhada
A =0.030942 A =0.027396 A =0.013442 A = 0.0092069
¢ =-162.6489 &= 56.1007 o =-41.0518 ¢ =-30.9918
E realinhada E realinhada E realinhada E realinhada

A=0.044726 ; A=0.03141 n A=0.017112 A =0.0083844
¢ =-152.9696 ; $=41.6184 o b =-26.265 ¢ =-73.798

o colénia um

n=15

m=15
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ANEXO A - Algoritmo computacional para calculo dos polindémios radiais de Zernike

em imagens por Amir Tahmasbi (toolboxes, Matlab)

function rad = radialpoly(r,n,m)

o° 0 o o® o o® o° A o

o°

Copyright C 2014 Amir Tahmasbi

Texas A&M University

amir.tahmasbi@tamu.edu
http://people.tamu.edu/~amir.tahmasbi/index.html

License Agreement: To acknowledge the use of the code please cite the
following papers:

[1] A. Tahmasbi, F. Saki, S. B. Shokouhi,
Classification of Benign and Malignant Masses Based on Zernike

Moments,

A° A0 o o® O A° o A° O° A° o° o° o

o°

Comput. Biol. Med., vol. 41, no. 8, pp. 726-735, 2011.

[2] F. Saki, A. Tahmasbi, H. Soltanian-Zadeh, S. B. Shokouhi,
Fast opposite weight learning rules with application in breast cancer
diagnosis, Comput. Biol. Med., vol. 43, no. 1, pp. 32-41, 2013.

Function to compute Zernike Polynomials:

f = radialpoly(r,n,m)
where

r = radius

n = the order of Zernike polynomial
= the repetition of Zernike moment

3
I

o)

rad = zeros(size(r)); % Initilization
for s = 0: (n-abs(m))/2

(-1) *s*factorial (n-s)/ (factorial (s)*factorial ((n+abs(m))/2-s)*...
factorial ((n-abs(m))/2-s));

rad = rad + c*r.”(n-2*s);
end
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ANEXO B - Algoritmo computacional do toolbox matlab para célculo da fungdo de

Zernike aplicada como descritores de imagens

A FUNCAO FOI CONSTRUIDA POR AMIR TAHMASBI
function [Z, A, Phi] Zernikmoment (p,n,m)

o°

Copyright C 2014 Amir Tahmasbi

Texas A&M University

amir.tahmasbi@tamu.edu

http://people.tamu.edu/~amir.tahmasbi/index.html

License Agreement: To acknowledge the use of the code please cite the
following papers:

o o° o° o° o° oP

o\

[1] A. Tahmasbi, F. Saki, S. B. Shokouhi,
Classification of Benign and Malignant Masses Based on Zernike

Moments,

o°

% Comput. Biol. Med., vol. 41, no. 8, pp. 726-735, 2011.

$ [2] F. Saki, A. Tahmasbi, H. Soltanian-Zadeh, S. B. Shokouhi,

% Fast opposite weight learning rules with application in breast cancer
% diagnosis, Comput. Biol. Med., vol. 43, no. 1, pp. 32-41, 2013.

o\

o\

o\

Function to find the Zernike moments for an N x N binary ROI

$ [Z2, A, Phi] = Zernikmoment (p,n,m)

% where

% p = input image N x N matrix (N should be an even number)

% n = The order of Zernike moment (scalar)

% m = The repetition number of Zernike moment (scalar)

% and

% Z = Complex Zernike moment

% A = Amplitude of the moment

% Phi = phase (angle) of the mement (in degrees)

% Example:

% 1- calculate the Zernike moment (n,m) for an oval shape,

% 2- rotate the oval shape around its centeroid,

% 3- calculate the Zernike moment (n,m) again,

% 4- the amplitude of the moment (A) should be the same for both images
% 5- the phase (Phi) should be equal to the angle of rotation
N = size(p,1);

x = 1:N; y = x;

[X,Y] = meshgrid(x,y);

R = sgrt ((2.*X-N-1) ."2+(2.*Y-N-1) ."2) /N;

Theta = atan2 ((N-1-2.*Y+2), (2.*X-N+1-2));

R = (R<=1).*R;

Rad = radialpoly(R,n,m); % get the radial polynomial

Product = p(x,y).*Rad.*exp(-1li*m*Theta) ;

7 = sum(Product (:)); % calculate the moments

cnt = nnz (R)+1; % count the number of pixels inside the unit
circle

Z = (n+l)*Z/cnt; % normalize the amplitude of moments

A = abs(Z); % calculate the amplitude of the moment

Phi = angle(Z)*180/pi; % calculate the phase of the mement (in

degrees)
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ANEXO C - Calculo dos momentos de Zernike e analise da invariancia a rotagdo por

Amir Tahmasbi (toolboxes, Matlab)

oe

Copyright C 2014 Amir Tahmasbi

Texas A&M University

amir.tahmasbi@tamu.edu
http://people.tamu.edu/~amir.tahmasbi/index.html

o° o° o o

oe

License Agreement: To acknowledge the use of the code please cite the
following papers:

oe oo

o°

[1] A. Tahmasbi, F. Saki, S. B. Shokouhi,

Classification of Benign and Malignant Masses Based on Zernike
Moments,
Comput. Biol. Med., vol. 41, no. 8, pp. 726-735, 2011.

o°

o oP

o°
N

F. Saki, A. Tahmasbi, H. Soltanian-Zadeh, S. B. Shokouhi,
Fast opposite weight learning rules with application in breast cancer
diagnosis, Comput. Biol. Med., vol. 43, no. 1, pp. 32-41, 2013.

o o0 oe

o\

o°

A demo of how to use the Zernike moment function.

o°

o°

Example:
1- calculate the Zernike moment (n,m) for an oval shape,
2- rotate the oval shape around its centeroid,
3- calculate the Zernike moment (n,m) again,
4- the amplitude of the moment (A) should be the same for both images
5- the phase (Phi) should be equal to the angle of rotation

o® o o oe

o°

clc; clear all; close all;

n=4; m= 2; % Define the order and the repetition of the moment
disp('-—————="—""—"—"——— - ")
disp(['Calculating Zernike moments ..., n = ' num2str(n) ', m = '
num2str(m)]) ;

% row 1

figure (1) ;subplot(2,3,1) ;imshow(p);
title ('Horizontal oval');
p = logical (not(p)):;

tic

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment (p,n,m); % Call Zernikemoment fuction
Elapsed time = toc;

xlabel ({['A = " num2str (ACH)]; ['\phi = ' num2str (PhiOH)]});

p = rgb2gray(imread('Oval 45.png'));
figure (1) ;subplot(2,3,2);imshow(p) ;
title('-45 degree oval');



p = logical (not(p));
[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment (p,n,m); % Call Zernikemoment fuction
xlabel ({['A = " num2str (AOH)]; ['\phi = ' num2str (PhiOH)]});

p = rgb2gray(imread('Oval V.png'));
figure (1) ;subplot(2,3,3);imshow(p);
title('Vertical oval');

p = logical (not(p));

277

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment (p,n,m); % Call Zernikemoment fuction
xlabel ({['A = " num2str (AOH)]; ['\phi = ' num2str (PhiOH)]});
% row 2

p = rgb2gray(imread('shape 0.png'));

figure (1) ;subplot(2,3,4) ;imshow(p);

title('Horizontal shape');

p = logical (not(p));

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment (p,n,m); % Call Zernikemoment fuction
xlabel ({['A = " num2str (AOH)]; ['\phi = ' num2str (PhiOH)]});

p = rgb2gray(imread('shape 90.png'));

figure (1) ;subplot(2,3,5) ;imshow(p);

title('Vertical shape');

p = logical (not(p));

[~, AOV, PhiOV] = Zernikmoment (p,n,m); % Call Zernikemoment fuction
xlabel ({['A = " num2str (AOV)]; ['\phi = ' num2str (PhiOV)]1});

p = rgb2gray(imread('Rectangular H.png'));
figure (1) ;subplot(2,3,6);imshow(p);
title('Horizontal Rectangle');

p = logical (not(p));

[~, AOH, PhiOH] = Zernikmoment (p,n,m); % Call Zernikemoment fuction
xlabel ({['A = " num2str (ACH)]; ['\phi = ' num2str (PhiOH)]});

)

% show the elapsed time
disp('Calculation is complete.');
disp(['The elapsed time per image 1is ' num2str(Elapsed time)

seconds']);
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ANEXO D - Quadro comparativo do Céalculo dos momentos de Zernike e analise da

invariancia a rotacado por Amir Tahmasbi (toolboxes, Matlab)

Horizontal oval -45 degree oval Vertical oval

A =0.092942 A = 0.090255 A =0.092942

¢ =-179.9203 ¢ = -89.9049 ¢ = 0.079697
Horizontal shape Vertical shape Horizontal Rectangle

A = 0.068855 A = 0.068855 A =0.14797
¢ =110.4494 ¢ = -69.5506 ¢ = -179.9266



