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RESUMO

Neste trabalho investigou-se a bioatividade de folhas de plantas medicinais
mediante a aquisicdo de imagens interferométricas granuladas chamadas de
padrdo de Speckle. Quando a luz coerente (laser) incide sobre uma superficie de
um meio biolégico, ocorre um fendmeno Optico de interferéncia chamado de
biospeckle ou speckle dindmico. Para um meio bioloégico que esta em atividade,
as ondas incidentes sobre os centros espalhadores sofrem varias interferéncias e
torna-se possivel obter informagbes desse sistema, tanto espacial quanto
temporalmente, através do biospeckle. Utilizamos métodos de analise de imagens
do tipo Correlacéo de Pearson, no qual se observa o grau de similaridade entre as
imagens coletadas, as matrizes THSP (Histéria Temporal do Padrdo de Speckle)
e a MCO (Matriz de Co-ocorréncia) para determinar a probabilidade de
ocorréncias das intensidades. Para quantificar a medida de dispersédo dos pontos
em torno da diagonal principal da matriz MCO, o Momento de Inércia (MI) foi
utilizado. Arranjos experimentais para obter-se o padrao de speckle por reflexdo
de forma objetiva e subjetiva foram usados no monitoramento da horteld da folha
grossa (Plectranthus amboinicus), erva-cidreira (Melissa officinalis) e folha de
amoreira preta (Morus nigra). Investigamos a bioatividade desses meios como
funcdo do tempo de coleta (desde a folha recém-colhida até sua completa
desidratacdo de forma natural). Tomando como base a teoria de Akira Ishimaru
para o espalhamento de um feixe de luz que incide em uma superficie rugosa,
fizemos uso de ferramenta computacional simulando o comportamento do
coeficiente de correlacdo e ajustamos as simulagbes aos dados experimentais
para as medidas de Correlacdo de Pearson obtidas nos trés espécimes botanicos
objetos de estudo desta dissertacdo. Uma boa concordancia entre simulagdo e
experimento foi observada com aparente comprovacao de bioatividade.

Palavras-chaves: Bioatividade. Biospeckle. Plectranthus amboinicus. Melissa
officinalis. Morus nigra.



ABSTRACT

We investigate in this work the bioactivity of leaves medicinal plants by means of
the acquisition interferometric granulated images called Speckle pattern. When the
coherent light (laser) focuses on a surface of a biologic environment, happen a
optics phenomenon of interference called of biospeckle or dinamic speckle. For a
environment biologic that is in activity, the incidents on the scattering centers
undergo many interferences and become possible obtain informations about this
system, as spatial as temporally, by biospeckle. We use methods of images
analysis of the type Pearson's Correlation, in the which is observed the degree of
similarity between the collected images, the matrices THSP (Temporal History of
Speckle Pattern) and the MCO (Matrice of Co-ocorrence) to determine the
probability of occurrence of intensities. For quantify the measure of dispersion of
the poists around the main diagonal of the matrice MCO, the moment of inertia
(MI) was used. Experimental arrangements to get the Speckle pattern by reflection
objectively and subjectively were used in the monitoring of the thick leaf mint
(Plectranthus amboinicus), balm (Melissa officinalis) and black mulberry leaf
(Morus nigra). We investigate the bioactivity of these means like time function of
collection (from freshly harvested leaf until its complete dehydration naturally).
Based on the Akira Ishimaru theory for the scattering of a light beam that focuses
on a rough surface, we used computational tools to simulate the behavior of
correlation coefficient and adjust the simulations to the experimental datas for the
measures of Pearson Correlation obtained in the three botanical specimens
objects of study of this dissertation. A good agreement between simulation and
experiment was observed with apparent evidence of bioactivity.

Keywords: Bioactivity. Biospeckle. Plectranthus amboinicus. Melissa officinalis.
Morus nigra.
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1 INTRODUCAO

A analise de materiais bioldégicos por meio de técnicas Opticas € de
fundamental importancia para a ciéncia. Essas técnicas utilizam métodos nédo
invasivos, uma vez que preservam O produto analisado, permitindo examinar e

determinar comportamentos dos materiais estudados.

Alguns métodos e técnicas sado baseados nos fendbmenos de interferéncia de
onda. Quando um determinado material é iluminado com luz coerente, neste caso
com um laser, observa-se uma imagem de interferéncia conhecida como speckle. Se
0 meio iluminado possui alguma movimentacdo relacionada com a mudanca de
posicdo dos elementos dispersos da luz, esta atividade provocara uma mudanga no
padrdo do speckle, neste caso esse processo, que se assemelha a ebulicdo, chama-
se speckle dindmico ou biospeckle tratando-se de material bioldégico. A ferramenta

biospeckle serve para medir a atividade biolégica de tecidos vegetais e animais.

A atividade do biospeckle vem sendo extensamente estudada e tem sido
propostas muitas formas para medir, por exemplo, a atividade de espécimes
botanicos, fluxo sanguineo e outras aplicacbes em medicina (DAINTY, 1970,
ASAKURA et al ,1981, OULAMARA et al, 1989, RUTH, 1988).

Desde que foi descoberto, muitos trabalhos tém sido realizados no sentido de
explorar esse fenbmeno como uma ferramenta ndo destrutiva de medicdo, e muitas
abordagens vém sendo desenvolvidas (OULAMARA et al, 1989, RABAL et al, 1995).

XU et al (1995) realizaram alguns experimentos com speckle em placas de
metal, mas também em tomate, batata, macd e laranjas, demonstrando a
possibilidade de correlacionar padrdo de speckle com as atividades biolégicas de

frutos e vegetais.

Segundo Briers (1975), quando um objeto iluminado é uma entidade viva,
como, por exemplo, uma fruta, o padréo de speckle é visto como flutuacdes, e a taxa
dessas flutuacdes dependem do comprimento de onda da luz utilizada. Devemos
incidir luz numa frequéncia onde ndo haja interacdo (absorcédo) com o meio, para

gue ndo tenhamos variacdes nos resultados devido a essa interacdo. Por exemplo, o
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tomate vermelho sendo iluminado com um comprimento de onda 637 nm (vermelho)
produz flutuacdes bem mais rapidas e mais intensas do que incidindo uma luz de
comprimento de onda 514 nm (verde), pois quando um tomate vermelho € iluminado
com luz vermelha, a maior parte dessa luz é dispersa (ndo ha absorcao) a partir de
cloroplastos vermelhos no interior das células do tomate. Quando a luz verde é
utilizada, esta € absorvida pelos cloroplastos, e parte da luz que atinge um
observador ou um detector surge da reflexdo especular na pele do tomate (Campos,
2013).

Braga Junior (2000) fez um estudo em sementes de feijdo, comprovando de
forma conclusiva em seus experimentos a direta influéncia do teor de agua na
semente nos resultados do speckle dindmico. Em outro trabalho, Braga Jr. Et al
(2005) usaram a técnica do biospeckle para a deteccédo de fungos em sementes de
feijao.

Em um estudo feito por Ribeiro et al. (2004) foi utilizado a técnica do
biospeckle para tratar da mobilidade molecular em biscoitos de polvilho. A técnica foi
usada para avaliar a variagdo da mobilidade molecular em amostras de biscoitos

acondicionadas em ambientes com diferentes niveis de umidade relativa.

Pereira (2012) seguiu o roteiro apresentado por Akira Ishimaru (1978) para
espalhamento de luz por uma superficie levemente rugosa. Para a sua investigacao,
Pereira, comparou padrbes de speckles gravados (por uma camera CCD) em
diferentes instantes de tempo originados do espalhamento coerente de luz em
635nm, a partir de uma folha vegetal recém-colhida. O parametro de comparacéao
utiizado foi o coeficiente de correlacdo de Pearson. Para os dados obtidos
experimentalmente do coeficiente de correlacdo de Pearson em funcdo do tempo,
observou uma evolucdo temporal do tipo exponencial decrescente, indicando um
comportamento de degradacdo da folha quimicamente ativo. Em seus dados
tedricos, obtido por simulagdo, também evidenciou o comportamento exponencial

decrescente indicando uma boa concordancia com o resultado experimental.

Silva (2013) estudou a investigacdo temporal de padrdes de speckle
aplicados ao monitoramento da atividade biolégica do capim Brachiara Brizantho Cv

Marandu no intuito de medir a qualidade e producdo do capim. Para tal fim, ele
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utiizou uma ferramenta computacional que reune técnicas de processamento de
imagem (como THSP, Matriz de co-ocorréncia e momento de inércia, que serao

mostrados posteriormente).

Como podemos ver, em diferentes situagcbes ou trabalho, a técnica

interferométrica através do padrédo do speckle mostrou ser de grande utilidade.

Para verificar a validade do uso do biospeckle laser na andlise de atividade
biolégica através de métodos computacionais, escolheu-se trabalhar com espécimes
botanicos. Os espécimes aqui estudados foram a Morus nigra (amoreira preta),
Melissa officinalis (erva cidreira) e Plectranthus amboinicos (horteld da folha grossa).
Essas plantas sdo caracterizadas como plantas medicinais, pois tem principios
ativos em sua composicao (que serdo mostrados posteriormente). A parte dessas
plantas utilizadas para o estudo foram as suas folhas, colhidas em diferentes
estagios. A priori investigamos a atividade biologica da folha recém-colhida
monitorando temporalmente sua atividade bioléogica comparando os diferentes
padroes de speckle produzidos a partir da folha em fungcdo do tempo. Depois
investigamos as folhas amareladas e secas. Para essas folhas, analisamos apenas

a magnitude da atividade biolégica, comparando-a com as folhas recém- colhidas.

Como ja foi dito, o biospeckle tem sido utlizado para quantificacdo e
determinacdo de areas com diferentes atividades biolégicas. Para que o biospeckle
seja quantificado, capturam-se imagens em curtos intervalos de tempo e aplicam-se

tratamentos matematicos e estatisticos através de processamento de imagens.

Este trabalho tem como finalidade aplicar a técnica do biospeckle em um
conjunto de imagens, obtidas a partir de observacédo temporal de espécime botanica
iluminada por laser para investigar a atividade biol6gica. Para isso, utilizamos uma
ferramenta computacional que nos forneceu a THSP formada a partir do conjunto de
imagens capturada, a Matriz de Co-ocorréncia (MCO) que é computada sobre a
THSP e o Momento de inercia (Ml) que € uma forma de medir a dispersdo dos
pontos em torno da diagonal principal da MCO (Lucena, 2012). Além disso, usamos
o coeficiente de correlacdo de Pearson no intuito de observar a evolucdo temporal
da atividade biolégica correlacionando imagens obtidas ao longo do tempo, usando
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dados experimentais e dados simulados. Para a obtencdo dos dados simulados

usamos a simulacéo desenvolvida por Pereira (2012).

Para a nossa investigacdo comparamos padrdes de speckle gravados por
uma camera CCD, em diferentes instantes de tempo obtidos por espalhamento de
luz em 532nm, a partir dos espécimes botanicos estudados. Com esse comprimento
de onda de 532nm diminuimos o efeito de absorcdo por parte das amostras, assim
nos aproximamos da teoria de perturbacdo de primeira ordem proposta por Ishimaru
(1978) obtendo mais espalhamento do que absorcdo. A figura 1 mostra o espectro
de absorbancia da folha da Plectranthus amboinicus (horteld da folha grossa), onde
prevalecem as bandas de absorcdo da clorofila extraida do macerado da folha
recém-colhida. Podemos perceber pelo espectro uma alta absor¢cdo na regidao do

ultravioleta e do vermelho e uma baixa absor¢c&o na regido do verde.

Figura 1: Espectro de absorbéancia do produto do macerado da folha da Plectranthus

amboinicus (horteld da folha grossa).

—_
—_

3 Tempo de colhida
1.0 —o—0h
24h
—96h

Plectranthus amboinicus

Absorbancia Normalizada
© © ©9 © ©o o o o o o
o N N w N [6)] (o)) ~ (o] (o]

300 400 500 600 700 800 900 ‘ 1000
Comprimento de Onda (nm)

Fonte: Autor, 2014.

Uma das diferengas entre este trabalho e o trabalho desenvolvido por Pereira
(2012) foi a escolha do comprimento de onda da radiacdo incidente nas amostras,

tornando nossas simulagées mais fidedignas com a teoria de Akira Ishimaru (1978).
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Em seu trabalho, Pereira utilizou um feixe laser na regido do vermelho, com

comprimento de onda de 635 nm, regido de grande absorcéo por folhas verdes.

A seguir serdo apresentadas as metas deste trabalho, exibindo os objetivos

gerais e especfficos.

1.1 Objetivo Geral

Investigar a atividade biol6gica dos espécimes botanicos Morus nigra, Melissa
officinalis e Plectranthus amboinicus em fungdo do tempo utilizando a técnica de

biospeckle laser.

1.2 Objetivos especificos

e Utilizar as técnicas de biospeckle objetivo e subjetivo;

e Auvaliar as ferramentas de processamento de imagem para 0 uso na
investigacdo da atividade biologica;

e Utilizar o coeficiente de correlacdo de Pearson como parametro de

avaliacdo de atividade biolégica.

Estudar os padrbes do biospeckle em meio biologico é o objeto de
investigacdo desta dissertacdo. Nos proximos capitulos vamos tratar do material
biologico utilizado, dos fendbmenos que sédo a base do biospeckle, os métodos de
processamento de imagem utilizados, a metodologia experimental, os resultados e a

conclusao.



19

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas Medicinais

O Brasil abriga cerca de 60 mil espécies de plantas, aproximadamente um
quarto de todas as espécies conhecidas. Quanto maior o nimero de espécies, maior
o potencial de novos medicamentos. A despeito dos mais de 50 anos de pesquisa
com plantas medicinais no pais, 0 nimero de espécies estudadas ainda é muito
reduzido (DI STASI, 1996). Consideram-se plantas medicinais aquelas que
possuem, em um ou mais 0rgaos, substancias utilizadas com finalidade terapéutica,
ou que sejam ponto de partida para a sintese de produtos quimicos e farmacéuticos.
E os compostos quimicamente ativos responsaveis pela acdo terapéutica sao
denominados “principios ativos” (MARTINS et al., 2003).

O principio ativo determina o valor da planta, pois este principio ativo tem um
papel importante sobre os efeitos farmacoldgicos, aumentando a estabilidade da
substancia e possibilitando um melhor efeito terapéutico como ocorre com oS
polissacarideos na camomila (Matricaria recutita), aumentando a atividade anti-

inflamatéria da apigenina e luteolina dentre outras flavononas (TUROLLA, 2004).

Vérios fatores poderdo alterar a quantidade e a qualidade do principio ativo
produzido pelas plantas como metabdlitos secundarios, esses fatores podem ser de
ordem genética, técnica e fitotécnicas como: a forma de plantio, adubacéo, tratos
culturais e época de colheita. Os fatores fitossanitarios e as condicdes ambientais
também influenciam na qualidade da planta como: o fotoperiodo, umidade do solo,
temperatura, disponibilidade de nutrientes, época do ano, vento e poluicdo
atmosférica, variacdes cicardianas, latitude e altitude também sdo fundamentais
para um bom cultivo com obtencdo de substancias quimicas de qualidade
(STEFANINI et al., 2002; ROSAL, 2008). A idade da planta € muito importante, uma
vez que enzimas, horménios e outros compostos sdo produzidos, degradados e ou
reelaborados para expressar respostas biolégicas. Também € importante saber qual

0 Orgado da planta a ser utilizado e o horario de colheita, pois determinadas plantas
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concentram suas substancias em locais especificos do vegetal (CORREA JUNIOR
et al., 1994; MAY et al., 2008).

Com o avango quimico, farmacolégico e industrial, esses compostos
secundarios presentes nas plantas, sofreram modificacdo na forma de uso,
passando a ser reproduzidos artificialmente e as substancias ativas isoladas. Com o
inicio desse avanco tecnolégico, as plantas ficaram para um segundo plano,
voltando a ser reconhecidas como recursos terapéuticos recentemente (SCHEFFER
et al., 1998; MENEGHELLO et al., 2002)

Hoje em dia, sabemos que algumas substancias produzidas pela planta
podem ter acdo no organismo humano e, se utilizadas de maneira correta, podem
atuar como medicamento, seja ele preventivo, paliativo ou curativo. Estas
substancias sdo chamadas de principios ativos e, na maioria das vezes, uma planta
apresenta mais de um principio ativo, o que lhe confere diversas propriedades
medicinais. No entanto, geralmente, um grupo de substancias ativas determina sua
acao principal, de forma que uma planta medicinal, mesmo possuindo diversas

propriedades, sempre apresentara uma que se sobressai.

O conceito de “plantas bioativas” é relativamente recente e, por vezes, pode
causar estranheza, quando se leva em conta que toda a planta possui uma atividade
biolégica inerente a si propria. Contudo, a expressdo foi criada para designar
aguelas plantas que possuem alguma acdo sobre outros seres vivos e cujo efeito
pode manifestar-se tanto pela sua presenca em um ambiente quanto pelo uso direto
de substancias delas extraidas, desde que mediante uma intencdo ou consciéncia
humana deste efeito. Assim, s&o consideradas como bioativas as plantas
medicinais, aromaticas, condimentares, inseticidas, repelentes, toxicas, bactericidas

e até mesmo as que possuem cunho mistico ou religioso.

Existe um grande ndmero de plantas medicinais em todo mundo, usadas por
diversos povos na medicina popular desde tempos pré-historicos. Todavia, a planta
‘in natura” ou previamente processada utilizada sem recomendacdes médicas
oferece alguns riscos, como por exemplo, a dificuldade em se estabelecer o modo
de usar o medicamento e, em alguns casos, a verdadeira identidade de algumas

espécies. As propriedades medicinais de uma planta também podem ser
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consideradas toxicas. Essas propriedades sdo pesquisadas em laboratorios de
empresas farmacéuticas ou de universidades, no intuito de identificar as substancias
que lhes conferem as propriedades farmacolégicas, ou seja, encontrar seus
principios ativos.

No presente trabalho, ndo nos preocupamos com as substancias presentes
nas plantas medicinais aqui estudadas. A priori, vamos investigar a atividade

biolégica da planta inerente as substancias presentes nela.

As plantas medicinais utilizadas foram a Morus nigra L. (Amoreira-preta), a
Melissa officinalis (Erva Cidreira) e a Plectranthus amboinicus Lour Spreng (Hortela
da folha grossa). Descreveremos a seguir cada espécie.

2.1.1 Morus nigra L.

A amoreira-preta (Morus nigra L.) é uma planta nativa da Asia, Europa,
América do Norte e América do sul, que cresce apenas em regides determinadas de
acordo com o clima ideal para o seu desenvolvimento. E uma espécie arbustiva de
porte ereto ou rasteiro. A espécie Morus nigra L. € um exemplo de planta que vem
sendo muito utilizada como fitoterapico. Conhecida popularmente como amoreira-
negra, amoreira ou amora-preta, pertence a familia Moraceae e é uma arvore

caducifolia, podendo atingir até 15 m de altura (Backer; Irgang, 2004).

A seqguir, na figura 2 apresentamos uma imagem da amoreira-preta,
semelhante a utilizada em nossas pesquisas. A planta utilizada se encontra nas
mediacdes do Instituto de Fisica da Universidade Federal de Alagoas, e dela

retiramos as folhas para nossas investigacoes.
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Figura 2 - Fotografia das folhas e frutos da amoreira-preta (Morus nigraL.).

Fonte: http://www.biglnews.com.br/cha-de-folhas-de-amora-beneficios.html

Na medicina popular as folhas da amoreira-preta tém sido indicadas para
mulheres durante a menopausa. Estudos estdo sendo realizados para a

comprovacado da acdo em receptores estrogénicos (Franzotti et al., 2004).

Diferentes grupos de compostos quimicos tém sido investigados no género
Morus, tais como alcaloides, cumarinas, flavonoides, triterpenos e esteréides (Toshio
et al., 2005; Camélia et al., 1997). Na medicina chinesa, as plantas do género Morus
sdo usadas como anti-inflamatorio, diurético, antitussigeno, analgésico e antipirético
(Nomura, 1988; Jiang, 1977). As raizes séo utilizadas no tratamento de hipertensédo
arterial, reumatismo, problemas oculares e espasmos infantis. O fruto da amora é
usado para doencas hepaticas e renais e suas folhas utilizadas para o tratamento de
febre, dor de cabeca, beribéri, vomitos e dor estomacal causada pelo agente da
cOlera. Os ramos jovens da arvore sdo usados para o tratamento de hipertensao e
paralisia de bracos e pernas (Jiang, 1977).

Folhas, raizes e galhos de espécies do género Morus tém sido amplamente
usados na medicina Chinesa para tratamento da febre, protecdo hepatica, melhora

da visédo, fortalecimento das articulacées e reducdo da pressao arterial (ZHISHEN,;
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MENGCHENG; JIANMING, 1999). As folhas de algumas espécies de amora séo
consumidas na Coréia e Japdo como alimento nutracéutico hipoglicemiante por
pacientes com diabetes mellitus devido a presenca da 1-deoxinojirimicina,
conhecida por ser um dos mais potentes inibidores da a-glicosidase (KIM et al.,
2003).

Extratos das folhas e raizes de Morus alba mostraram significativa atividade
sequestrante de radicais livres e exibiram atividades antioxidantes (ANDALLU;
VARADACJARYULU, 2003; FANG; HOU; CHAO, 2005). O extrato butandlico das
folhas da amora também apresentou atividade sequestrante do radical DPPH e
inibiu a oxidacédo do LDL em humanos e coelhos (DOI; KOJIMA; FUJIMOTO, 2000).

Segundo Toshio et al. (2005), foi isolada uma substancia denominada
chalcomoracina de espécies de Morus, a qual apresentou consideravel atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus resistentes a meticilina. A poténcia da

atividade inibitéria contra o crescimento microbiano foi similar a vancomicina.

O uso medicinal da amora-preta dependera da sua finalidade, como, por
exemplo, para utilizarmos a planta no controle da alta pressao arterial temos que
fazer infusdo de 15 g de folhas frescas em meio litro de agua fervente. E, para fins
diuréticos fazer infusdo de 15 g de folhas secas em um litro de agua fervente, para
os diabéticos deve-se fazer infusdo de 10 g de folhas frescas em 100 ml de agua.
Contudo, o modo de preparo do mesmo sendo em forma de infusdo, suco ou xarope

a priori devemos saber o que serd tratado.

2.1.2 Melissa officinalis

A melissa (Melissa officinalis L.), conhecida como erva-cidreira verdadeira,
também possui outros nomes populares como cha-de-Franca, cidrilha,
citronelamenor, erva-luisa, e melissa romana. Pertence a familia Lamiaceae, de
origem Asiatica e Europeia, € cultivada no Brasil a mais de um século. Possui
caracteristicas semelhantes a horteld-pimenta (Mentha piperita Linn.), é perene,
herbacea, rizo matosa, podendo variar de 20 a 80 cm e 30 a 100 cm de altura,

possui caule quadrangular dispondo-se em tufos, herbaceos, ereto, piloso e
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aromético, ramificando-se desde a base formando touceiras com raizes fibrosas.
Suas folhas membranaceas sdo de cor verde-escuro na parte superior e verde-claro
na parte inferior atingindo de 3 a 6 cm de comprimento, sdo grandes, pecioladas,
opostas, lanceoladas, ovais e pilosas, serrilhadas e com nervuras bem salientes
(CORREA JUNIOR et al., 1991; COUTO, 2006). As folhas e flores da planta s&o
mostradas na figura 3.

Figura 3 - Fotografia da planta Melissa Officinalis.

Fonte: http://flores.culturamix.com/flores/naturais/erva-cidreira-uma-planta-com-propriedades-
medicinais

Esta planta é conhecida por seus multiplos usos popular, entre as afeccdes
tratadas tém-se: dores de cabeca, enxaqueca, dores de dente, dores de ouvido,
flatuléncia, indigestdo, coélica, nauseas, nervosismo, anemia, vertigens, sincope,
asma, bronquite, amenorreia, insuficiéncia cardiaca, hipertensdo arterial, arritmias,
insbnia, epilepsia, depressdo, psicose, histeria, desordens estomacais, Ulceras,
feridas, reumatismos e torcicolos (CARNAT et al.,, 1998; HERODEZ et al., 2003;
SALAH & JAGER, 2005; DASTMALCHI et al., 2007).

Os efeitos cientificamente comprovados sao: antioxidante (CARNAT et al.,
1998; RIBEIRO, BERNARDO GIL & ESQUIVEL, 2001), sedativo (KENNEDY et al.,
2003; MULLER & KLEMENT, 2006), anti-inflamatério intestinal, hepatoprotetor,


http://flores.culturamix.com/flores/naturais/erva-cidreira-uma-planta-com-propriedades-medicinais
http://flores.culturamix.com/flores/naturais/erva-cidreira-uma-planta-com-propriedades-medicinais
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digestivo (SIMMEN et al., 2006; SCHEMANN et al., 2006), antibacteriano,
antifangico, antiviral (especialmente contra o Herpes simplex), anti-histaminico
(CARNAT et al., 1998; SANDRAEI et al., 2003; ALLAHVERDIYEV et al., 2004),
redutor da motilidade gastrointestinal, redutor do colesterol (BOLKENT et al., 2005),
redutor do estresse e da agitacdo (SANTOS-NETO et al., 2006) e eficacia no
controle da deméncia em casos leves a moderados de Alzheimer (AKLHODZADEH
et al., 2003; FERREIRA et al., 2006).

A melissa encontra-se numa posicdo de destaque no rol das plantas
medicinais devido a sua importancia fitoterapéutica (SANGUINETTI, 1989),
utilizadas popularmente para controlar as emocdes (crises nervosas, taquicardia,
melancolia, histerismo e ansiedade), também é considerada indutora do sono devido
ao citral seu constituinte majoritario que € responsavel pela acdo relaxante
(SANDRAEI et al., 2003; BLANK et al., 2005a). Suas folhas e inflorescéncia frescas
sdo empregadas na forma de chas, que por infusdo, tomado pela manha ou a noite,
combate dores de cabeca, problemas digestivos, cdlicas intestinais e, também séo
utilizas as folhas maceradas no combate aos ferimentos (FIALHO; ALFONSO 1998;
LORENZI; MATOS, 2002; HABER et al., 2005).

Além dessas propriedades, o Oleo essencial extraido de matéria fresca ou
seca da planta € muito utilizado pelas industrias farmacéuticas devido a sua
atividade antioxidativa, antimicética, sedativa, antivirético, principalmente sobre o
Virus Herpes Simplex causador do herpes labial e caxumba, antibidtica,
antibacteriana, antifangica, analgésico, relaxante, expectorante, antialérgica,
adstringente, antisséptica, anti-inflamatéria, antidiarreica, diurética, antiespasmaodica
e até mesmo tonico revigorante da pele (TESKE; TRENTTINI, 1997; LORENZI
MATOS, 2002; HABER et al., 2005).

No Nordeste do Brasil, estudos cientificos afirmam sua atividade antitumoral
(BLANK, 2005b). Também, explorada comercialmente pelas induUstrias de
cosméticos na fabricacdo de xampus, sabonetes e hidratantes. Nas industrias
alimenticias, é utilizada na producédo de licores e como aromatizante pelas industrias
de produtos de limpeza (MONTANARI JUNIOR, 1999; MARTINS et al., 2000).
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2.1.3 Plectranthus amboinicus

Pertence a familia Laminaceae, € uma erva perene, tortuosa, pilostormentosa
e aromatica, encontrada em toda a América Tropical. Indicacbes Terapéuticas:
possui propriedades antibacteriana, antifebril, anti-inflamatéria da boca e da
garganta, antisséptica bucal e da garganta, também age como calmante digestivo e

da tosse e quando usada como cha, combate a insénia.

Utiizada na medicina popular como antiespasmdédico, analgésico,
emenagogo, catartico, estimulante e estomaquico. Indicado para casos de tosse,
rouquiddo, bronquite, inflamagédo da boca e dores de garganta, além do uso topico
em afeccbes da pele. O sumo das folhas como medicacédo oral é utilizado para
problemas ovarianos e uterinos, inclusive cervicite. A figura 4 mostra a planta

Plectranthus amboinicus.

Figura 4 - Plectranthus amboinicus conhecida como horteléd da folha grossa.

Fonte: http://reocities.com/Hotsprings/Villa/7960/hgrauda.htm



http://reocities.com/Hotsprings/Villa/7960/hgrauda.htm
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2.2 Métodos Opticos para estudo de meios biolégicos

A combinacdo de sistemas de aquisicdo e processamento digital de imagem
moderno constitui uma ferramenta importante para os pesquisadores desenvolverem
novas técnicas para avaliacdo da qualidade de produtos vegetais de forma néo
destrutiva (Rabelo, 2000). Esse sistema de aquisicdo é composto por uma fonte de
luz laser, uma camera, um monitor, um processador de imagens e um

microcomputador.

O desenvolvimento de métodos que se utilizam de imagens de objetos para
analise de suas caracteristicas tem sido atualmente objeto de pesquisa. Através da
andlise de imagem, é possivel compreender caracteristicas como grau de
rugosidade, variacdo de forma com relacdo a um padrao, nivel de esforco mecanico

e grau de atividade biol6gica.

Uma técnica usada para avaliacdo de atividades biolégicas baseia-se em um
fendbmeno de interferéncia 6ptico, ocorrendo quando a luz laser interage com uma
superficie desenvolvendo um processo dinamico. Esse fendmeno é conhecido como
“speckle dindmico” ou “biospeckle”. Segundo Dainty (1975), esse fenbmeno € bem
conhecido em estudos de Optica, e ocorre quando a luz laser se dispersa sobre uma
superficie de incidéncia, exibindo algum tipo de atividade. Podemos observar esse
fenbmeno, quando se ilumina meios bioldégicos como, por exemplo, a madeira, 0s
frutos, as sementes, as folhas, ou em materiais ndo bioldgicos, nesse Ultimo caso, a

técnica é chamada apenas de speckle.

Quando um feixe de luz é espalhado ou transmitido por uma superficie com
rugosidades da ordem do comprimento de onda da fonte, ocorre a formagao de uma
estrutura granular a qual € dado o nome de speckle, que em portugués significa

granulado ou salpicado.

A técnica speckle faz uso de uma figura de aspecto granuloso (granulado
optico), formada por uma alternancia de pontos claros e escuros devido a
interferéncias predominantemente construtivas ou destrutivas da luz coerente

espalhada por uma superficie rugosa.
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Em 1976, Goodman fez um estudo sobre as flutuacbes de irradiancia
resultante que obedecia a exponenciais estatisticos negativos e com isso poderia
ser descrito as propriedades estatisticas do padréo de speckle sobre um conjunto de
superficies asperas. Anos mais tarde foram exploradas propriedades estatisticas de
padroes de speckle, fazendo analises geométricas contidas nos campos
espalhados. Esse estudo tem algumas aplicagbes em holografia e, no campo da

optica, em medidas de gradiente de fase de ondas incidentes (Campos, 2013).

Quando temos um objeto difusor e os gréos individuais se movem, o padrao
do speckle também se move e altera a sua forma, permitindo assim, que os padrdes
de speckle dinamico contenham informacfes sobre o movimento da superficie. Isso

esta presente em materiais bioldgicos.

Uma forma de se utilizar o speckle como ferramenta de medic&o de atividade
de material seja biolégico ou ndo biologico, é a medicdo da movimentagdo dos graos
de speckle, ou em outras palavras, a medicdo da duracédo ou do tempo de vida de

um grao de speckle.

Na prossecucdo deste trabalho, mais precisamente nos itens a seguir,
encontra-se uma descricdo mais detalhada do fendmeno biospeckle, principal

elemento deste estudo, com suas principais propriedades.

2.3 Espalhamentos da luz

Varios sao os fenbmenos envolvidos no processo de interacdo da luz com a
matéria, entre 0s quais se podem destacar absorcdo, transmissao, dispersao,
reflexdo e espalhamento, sendo este Ultimo essencial na formacdo do granulado
optico [Silva, 2007].

Para o espalhamento da luz sabemos que ele pode ser considerado elastico,
ineldstico e quase elastico. No espalhamento do tipo ineldstico, a luz que é
espalhada tem comprimento de onda maior que a luz incidente, isto ocorre porque

0os elétrons excitados pela interacdo (luz — matéria) decaem para estados
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intermediarios, emitindo fétons de energias menores. O espalhamento elastico nao
altera o comprimento de onda da radiagao, neste caso os centros espalhadores sao
estaticos, mudando somente a direcdo da onda incidente. JA no espalhamento
guase elastico, a frequéncia da onda espalhada é distinta da incidente. Isso se deve
ao fato de que os centros espalhadores estdo em movimento, fazendo com que
ocorra um deslocamento nas ondas espalhadas pelos diferentes centros

espalhadores.

No speckle dindmico, os espalhamentos envolvidos para estudar esse
fendbmeno, sdo do tipo elastico ou quase elastico, haja vista que, segundo Silva
(2007), quando ha formagdo do granulado Optico, a interferéncia entre ondas com
frequéncias diferentes da origem ao fendmeno do batimento, provocando as
flutuacbes de intensidade observadas no speckle dinAmico. Nos deteremos a
descrever alguns tipos de espalhamento de interesse para o entendimento do

speckle.

2.3.1 Espalhamento Rayleigh, Mie e Geométrico.

Um tipo especial de espalhamento elastico € o espalhamento Rayleigh. A sua
Unica restricdo € que as particulas de dispersdo devem ser menores do que o0
comprimento de onda da radiagao incidente. Em particular, encontra-se uma relagéao
entre a intensidade dispersa e o indice de refracdo, e de que o espalhamento é
inversamente proporcional a quarta poténcia do comprimento de onda. Esta Ultima

afirmacéo também é conhecida como lei de Rayleigh (Niemz, 2003).

Segundo Cardoso (2001) na teoria de Rayleigh, a intensidade de Iluz
espalhada por uma particula de indice de refracdo proximo da unidade e diametro

da ordem de 1/20 do comprimento de onda da radiacao incidente, é dada por:

1_ s ( = )2 (1 + cos?9) (2.3.1)

Ip, A%*r? \4mg
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Em que I, é a intensidade da radiagdo incidente ndo polarizada, de
comprimento de onda A que incide sobre a particula, a € a polarizabilidade do
material e g, € a permissividade elétrica do material. O angulo 6 é formado entre o
feixe da radiacdo incidente e o feixe da radiacdo espalhada, sendo que a
intensidade I é medida a uma distancia r da particula, conforme € mostrado na figura

5:

Figura 5 - Configuracdo experimental basica utilizada em medidas de espalhamento
de luz.

Fonte: Autor, 2014.

No espalhamento Mie, raios oriundos de pontos distintos da mesma particula
podem interferir entre si. As diferencas de fase entre ondas espalhadas sdo menores
na direcdo da onda incidente, levando a interferéncias construtivas mais intensas e
irradidncias maiores nesta direcdo. Este tipo de espalhamento, presente em
sistemas coloidais, fumacas, névoas e nas nuvens, é independente do comprimento
de onda da radiacg&o. Isto explica, por exemplo, porque as nuvens sao brancas, pois
as goticulas de agua que as formam tém dimenses da ordem do comprimento de

onda visivel.

De acordo com Niemz (2007) o espalhamento Mie € aplicado em situacdes
em que o comprimento de onda da luz incidente é da ordem do tamanho das
particulas que compdem o meio espalhador. Podemos destacar dois aspectos
importantes que diferenciam o espalhamento Mie do espalhamento Rayleigh.
Primeiramente, destacaremos que a intensidade da Iluz espalhada 1 no
espalhamento Mie tem uma dependéncia fraca com o comprimento de onda da luz

incidente (~A™* com 0.4 < x < 0.5), entretanto, para o espalhamento Rayleigh
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temos que [ x At Em segundo Lugar, a intensidade da luz espalhada no
espalhamento Mie segue preferencialmente para frente, enquanto no espalhamento
Rayleigh as intensidades espalhadas para frente e para traz sdo as mesmas
(Pereira, 2012).

No espalhamento geométrico, a luz penetra na particula e sofre reflexdes e
refracbes em seu interior, desenvolvendo trajetérias que podem ser descritas por
meio das leis da Optica geométrica. Todavia, a descricdo completa dessas trajetérias
€ complexa, pois os espalhamentos sdo mutiplos e a quantidade de parametros
envolvidos é grande. Simulacdes numéricas, baseadas no método de Monte Carlo,

sao utilizadas para descrever esses espalhamentos.

Figura 6 - Espalhamento Geomeétrico

Fonte: Silva, 2007.

Nos estudos em meios biolégicos ocorrem estes trés tipos de espalhamento,
pois os tecidos biologicos apresentam estruturas cujas dimensfes variam desde
poucos nanbmetros (cadeias enzimaticas, por exemplo) até dezenas de micrémetros
(@ propria célula). O espalhamento Mie e espalhamento Geomeétrico sé&o

predominantes na formacao do granulado oOptico.
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2.4 Propriedades do Speckle

O efeito speckle € um dos principais fenbmenos resultantes de uma
iluminacdo coerente (luz laser) sobre uma superficie opticamente rugosa. Como €
mostrado na figura 7, o speckle é formado por uma alterndncia de pontos claros e
escuros tratando-se de um fenémeno de mulltiplas interferéncias construtivas (pontos
claros) e destrutivas (pontos escuros). Esse fenbmeno tem caracteristica ondulatéria
e € observado tanto na regido do visivel quanto em outras regides do espectro

eletromagnético.

Figura 7 - Padréo de speckle.
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Fonte: Autor, 2014.

Um padréo speckle pode ser obtido de duas maneiras, sendo classificado de
objetivo ou subjetivo. No padrédo speckle objetivo, também conhecido como
propagacdo em espaco livre, a configuracdo do aparato experimental €
caracterizada por ndo ter nenhum elemento 6ptico colocado entre a superficie
espalhadora e o plano de registro. Para o padrdo subjetivo, também chamado de
geometria imagem, temos elementos Opticos entre a superficie e o plano de
observacéo. As figuras 8 e 9 a seguir, mostram o0s arranjos opticos para a gravacao
do speckle objetivo e subjetivo, respectivamente, enfatizando que um ponto

iluminado de uma superficie rugosa espalha luz por todas as direcbes e que nas
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figuras 8 e 9, as linhas delimitadas pelos pontos A e B representam o0 plano de

observacéo.

Na figura 8, a luz espalhada pela superficie do objeto analisado incide sobre
um ponto de observagcao. Na figura 9, a radiacdo espalhada passa por um elemento
otico (neste caso uma lente) que converge os raios da luz, os quais tém sua origem

em uma pequena regido da superficie iluminada, para um ponto de observacgao.

Figura 8 - Arranjo experimento do speckle objetivo.

Fonte: Autor, 2014.

Figura 9 - Arranjo experimental speckle subjetivo.

Fonte: Autor, 2014.
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Podemos distinguir o padrdo speckle objetivo do speckle subjetivo,
explorando o fato de que um pequeno fragmento do padrdo objetivo contém
informacédo de toda a superficie do objeto, enquanto uma pequena area do padrao

subjetivo corresponde a uma parte definida da superficie do objeto.

Neste trabalho, utiizamos os padrbes de speckle objetivo e subjetivo com o
intuito de investigar a atividade biolégica das espécies botanicas citadas
anteriormente. Segundo Braga et al (2009), a atividade biol6gica expressa na
dindmica do padrédo speckle ndo apresenta uma definicdo de qual fendbmeno esta
criando, porém pode ser entendida como uma série de processos ocorridos no
tecido em analise, como o desenvolvimento e processos de divisdo celular,
movimentacdo de organelas, fluxos de citoplasmas ou rea¢gBes bioquimicas, ou seja,

a atividade biologica é o resultado de movimentos moleculares e de estruturas.

A seguir, mostraremos um estudo detalhado de métodos de analise de

imagem obtidas a partir do biospeckle laser.
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3 METODOS DE ANALISE DO SPECKLE DINAMICO

Neste capitulo sera apresentado 0 embasamento tedrico necessario ao
tratamento de imagens adquiridas com a investigacdo, ao longo do tempo, da
atividade biolégica das espécies botanicas pesquisadas, fazendo a evolucdo
temporal através da Historia Temporal do Padrdao Speckle (THSP), uma figura
bidimensional que codifica informacdes espaciais e temporais das intensidades que
sdo obtidas no granulado. Serd mostrado também, o método de matrizes de Co-
ocorréncia (MCO) para investigar alta e baixa atividade de sistemas bioldgicos.
Usaremos o método de correlacdo para fazer uma comparagdo e estabelecer o grau

de similaridade entre as imagens, com dados tedricos e experimentais.

3.1 Técnicas de processamento das imagens do speckle dinamico (biospeckle)

Por ser dindmico, o biospeckle deve ser analisado com técnicas de
processamento de imagem e tratamento estatistico, uma vez que a observagcao
visual direta ndo permite quantifica-lo (Rabal, Braga, 2008). Sao diversos 0s
métodos de analise do speckle dinamico, no qual, destacam-se o0 Momento de
Inércia (MI), o método do contraste e a auto correlacdo, como ferramentas que
apresentam resultados numéricos. Este tipo de andlise numérica é indicado para
materiais homogéneos, ou seja, materiais que mantém, em todas as suas regides o

mesmo tipo de atividade.

Outro tipo de andlise do biospeckle sdo as graficas, que sao indicadas para
materiais heterogéneos em relacao ao nivel de atividade presente. Nesta andlise, as
principais técnicas utilizadas sdo Fuji (Fujii et al., 1989), Diferencas Generalizadas
(Arizaga et al., 2002) e Contraste de Briers (também conhecida como Lasca) (Briers,
1975). (Apud Alves, 2012).
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3.1.1 Histdria Temporal do Padrdo do Speckle (THSP)

A histéria temporal do padrdo do Speckle (THSP do inglés “Time History
Speckle Pattern”) ou também chamada de Spatial Temporal Speckle (STS) é uma
técnica que permite a analise das intensidades do pixel de uma sequéncia de
imagens. A THSP é usada para obter informacdes de niveis de atividade em um
material iluminado por feixe laser, representada por uma figura que mostra, em tons

de cinza, os niveis de atividade dos pixels ao longo do tempo.

A THSP é uma imagem bidimensional montada tomando sempre a mesma
linha numa sequéncia de imagens registradas temporalmente, ou seja, a primeira
linha da THSP corresponde a linha registrada no primeiro instante. A segunda linha
corresponde a mesma fila de pixels registrada no segundo instante e assim
sucessivamente até compor uma nova imagem na qual fica registrada a evolucdo
temporal de uma fila do padrdo. Nessa imagem formada na direcao horizontal, fica
registrada um conjunto de pixels que correspondem a distribuicdo espacial do
padrdo, j& na direcdo vertical € representada a evolu¢cdo temporal desses pixels ao

longo dos instantes sucessivos (a representacdo esta na figura 10) (Campos, 2013).

Figura 10 - Representacdo de como montar uma THSP selecionando a linha 100.
- jl-i
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Fonte: DAVID, JFL, TCC. 2012
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3.1.2 Matrizes de Co-ocorréncias (MCO)

Como foi mostrada anteriormente, a imagem da THSP nos fornece apenas
uma informacao visual da atividade da superficie, possibilitando apenas identificar se
a superficie possui ou ndo atividade, porém ndo permite quantifica-la. Com essa
limitacdo da THSP, foi desenvolvido um procedimento de geracéo de matriz de Co-

ocorréncia (MCO) a partir de imagens de THSP. (Arizaga; Trivi; Rabal, 1999).

A principal funcdo da MCO é caracterizar texturas em uma imagem atraves de
um conjunto de estatisticas para as ocorréncias de cada nivel de cinza em pixels
diferentes ao longo de dire¢cdes distintas. As matrizes de Co-ocorréncia Ss&o
ferramentas para a classificacdo de imagens (Vasconcelos, 2008). A matriz de Co-

ocorréncia é computada sobre a THSP, que pode ser definida como:
MCO = [N;], (3.1.1)

onde N;; refere-se ao numero de vezes que o valor da intensidade i de um pixel
passou para a intensidade j. A ordem desta matriz equivale ao nimero de tons de
cinza que o sistema de aquisicdo pode fornecer. O sistema utilizado para esta

pesquisa foi o de 8bits, no qual obtemos matrizes de Co-ocorréncia de 256x256.

Segundo Vasconcelos (2008), para obtermos a forma final da MCO devemos
normaliza-la, ou seja, dividir cada elemento da matriz de Co-ocorréncia pelo valor do
somatorio contido em todas as células da MCO, tendo como resultado uma matriz

guadrada de probabilidade P,;, onde os elementos (i,j) representam a probabilidade

ij
de uma certa intensidade i mudar para uma intensidade j na THSP. Na forma
matematica temos,

N;;

Pun= goa (3.1.2)

A matriz quadrada obtida pela equacdo acima, € a mesma da equacéo

(3.1,1), porém normalizada com a soma de todos os elementos iguais a 1.

Com a MCO montada, observa-se que a diagonal principal esta relacionada
com intensidades que ndo variam com o tempo, enquanto que fora da mesma
aparecem as ocorréncias que caracterizam uma mudanca no tempo. Deste modo,

guanto mais afastada a ocorréncia estiver da diagonal principal maior sera a
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mudanca na intensidade do pixel i para o pixel . Entdo, com a matriz de Co-
ocorréncia, € possivel analisar o nivel do speckle observado no tempo (Braga Junior,
2000). Isso pode ser visualizado facilmente na representacdo grafica das
ocorréncias como mostrado na figura 11 a seguir, com as THSP e suas respectivas

MCO, e na tabela 1 com os seus valores de momento de inércia.

Figura 11 — a) baixa atividade b) média atividade c) alta atividade

:«"'l"', '|
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a) THSP MCO b) THSP

MCO

Fonte: Silva, 2007.

Tabela 1- Momento de Inérciadas MCO

Matriz | Ml
a) 53
b) 11,8
c) 65,4

Fonte: Silva, 2007.

3.1.3 Momento de Inércia (M)

Uma forma de quantificar a medida de dispersdo dos pontos em torno da
diagonal principal da MCO é por meio do calculo do momento de inércia da matriz. O
nome momento de inércia é sugerido por analogia a mecanica de sua operacao.
Com a finalidade de obter um valor numérico que permite quantificar as diferencas

entre duas imagens distintas, pode ser utilizado o conceito de momento de segunda
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ordem. O momento de inércia pode ser relacionado com a atividade bioldgica, ou
seja, valores altos de MI equivalem a alta atividade da superficie e valores baixos de

MI relatam baixa atividade bioldgica. O céalculo do MI da matriz nos é dado por:
MI =%, MCO, = (i—))?, (3.1.3)
onde
MI: Momento de inércia
MCO(i,j): Matriz de Co-ocorréncia

1 i-ésima linha da MCO, com valores de intensidades entre 0 e 255
j: j-ésima coluna da MCO, com valores de intensidade entre 0 e 255

O momento de inércia, segundo Arizaga et al (1999), (Apud Rabal et al 2003)
€ a medida que indica com que frequéncia ocorre mudancas bruscas de
intensidades na matriz THSP e, geralmente, é utilizada para caracterizar os padrdes
de speckle. Esta medida exibe altos valores quando a amostra apresenta alta

atividade e baixos valores em situacao contréria.

3.2 Coeficiente de Correlacdo de Pearson

A correlacdo é uma medida de associacdo bivariada do grau de
relacionamento entre duas variaveis (Stanton, 2001). A palavra correlacdo, tem
como significado relagdo mutua entre dois termos. Desse modo, quando temos duas
variaveis quantitativas podemos medir associacdo calculando um coeficiente de

correlagéo.

De acordo com a estatistica descritiva, a medida que nos fornece o grau de
dependéncia linear entre duas variaveis é o coeficiente de Correlagdo. Podemos ter
diferentes tipos de coeficientes de correlacdo, onde o mais conhecido € o coeficiente

de correlagcdo de Pearson (Ron, 2007; Triola, 2008). Neste trabalho utilizaremos o
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coeficiente de correlagcdo de Pearson, pois é o mais indicado para medir a relacdo

linear entre duas variaveis aleatérias.

O método mais utilizado para medir a correlacdo entre duas variaveis € o
Coeficiente de Correlacao Linear de Pearson, também conhecido como Coeficiente
de Correlacdo do Momento Produto. Este foi o primeiro método de correlacao,
estudado por Francis Galton e seu aluno Karl Pearson, em 1897 (SCHULTZ e

SCHULTZ, 1992). Matematicamente o coeficiente pode ser escrito como,

L (i -P)(x—%) (3.2.1)

(e o)

CcC =

Em que r; sdo os valores de tons de cinza correspondentes aos pontos da
imagem cuja media é 7 e x; sdo os valores de tons de cinza da imagem padréo
alterada, cuja média € x. O coeficiente pode variar de -1 até 1, onde para c =1
temos uma correlacao perfeitamente positiva entre as duas variaveis. E para ¢ = -1
temos uma correlagcdo perfeitamente negativa. No caso em que ¢ = 0 ndo teremos
correlacdo linear. Contudo, podemos investigar ¢ = 0 por outros métodos de

correlacao.

Para a andlise do coeficiente de correlagdo neste trabalho, nosso interesse
sera observar a evolucdo temporal da atividade biolégica das amostras medindo o
coeficiente de correlagdo entre o padrdo de speckle produzido por ela em um
determinado intervalo de tempo. Inicialmente ao iluminarmos a amostra forma-se um
padrdo de speckle que é registrado como referéncia. Uma vez que a amostra é
ativa, os centros espalhadores movimentam-se, mudando frequentemente com o
tempo os caminhos 6ticos entre cada ponto da superficie examinada e cada ponto
do plano de observacéo, formando assim o padréo do speckle. Deste modo ocorre a
mudanca das fases relativas as frentes de onda, alterando assim a condic¢éo inicial

do speckle.

Assim, podemos observar a evolugdo temporal da atividade biol6gica de uma
determinada superficie a partir do coeficiente de correlacdo de Pearson,
correlacionando imagens obtidas ao longo do tempo. Como o meio é ativo o padrao
inicial € modificado com o tempo, com isso efetuam-se 0s registros dos padrdes

subsequentes. As imagens sao transformadas em matrizes de pixels, e estes séo
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convertidos para valores em preto e branco, aplicando o coeficiente de correlacao de
Pearson para gerar um indice para cada imagem. Todas as imagens analisadas
usam a primeira imagem como parametro de comparacdo, gerando assim a
correlacdo de todas as imagens comparando-se com a primeira. Ao final desse
processo, obtemos para cada instante de tempo, um valor para o coeficiente de

correlacdo, que pode ser exposto em um grafico como fungdo do tempo.
3.3 Teoria do espalhamento da luz sobre uma superficie rugosa

Muitas superficies naturais e biolégicas sdo rugosas em diferentes graus, e
esta rugosidade afeta as caracteristicas de propagacédo e espalhamento de uma
onda. Por exemplo, as caracteristicas de uma superficie rugosa sado diferentes das
caracteristicas de uma superficie lisa (Ishimaru, 1978). Vamos considerar uma onda
eletromagnética com comprimento de onda A incidindo sobre uma superficie lisa,
como mostra a figura 12. Para esta superficie a onda deve ser refletida
especularmente, os raios refletidos estdo em fase, e o angulo de reflexdo € igual ao
angulo de incidéncia. Portanto, o feixe refletido existe somente na direcdo especular,

sendo formado apenas por ondas que se encontram em fase.

Figura 12 - Onda eletromagnética incidindo sobre uma superficie lisa.

Luz incidentg ‘ Luz
espalhada

Fonte: Autor, 2014.

Para o caso de uma superficie rugosa (figura 13), as ondas refletidas ndo

estdo mais em fase, a diferenca de fase é dada por:

A¢ = 2kh cos 6,
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2T . - , .
Onde k = 7" € 0 modulo do nimero de onda e h a altura da superficie.

Figura 13 - Onda eletromagnética incidindo sobre uma superficie rugosa.

Fonte: Ishimaru, 1978.

Como h é desprezivel quando comparado ao comprimento de onda,
consideramos a diferenca de fase e a superficie deve ser considerada lisa. No
entanto, ocorre uma reducdo na reflexdo especular devido ao fendbmeno de

interferéncia e parte da onda é espalhada em todas as direcfes, entdo para este
caso devemos considerar a superficie sendo rugosa.

Segundo Ishimaru (1978), para determinar se uma superficie deve ser
considerada lisa ou rugosa devemos utilizar os critérios propostos por Reyleigh.

Seguindo os critérios, devemos analisar se a diferenca de fase € maior ou menor

que g Em termos de h, os critérios de Reyleigh séo:

P neste caso a superficie deve ser considerada lisa.
cos6;

Scoso & superficie deve ser considerada rugosa.
cos0;

Estatisticamente h € considerado como o desvio padrdo das alturas

distribuidas aleatoriamente no relevo de uma superficie rugosa.
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Para as caracteristicas gerais do espalhamento sobre uma superficie rugosa,
suponha-se que uma onda € irradiada a partir de um transmissor e incide sobre uma
superficie, como é mostrado na figura 14. Se a superficie é lisa, a onda refletida é
idéntica a incidente. Se a superficie é levemente rugosa, esta onda refletida fica
ligeiramente atenuada devido ao espalhamento e a poténcia correspondente, a onda
refletida diminui devido ao espalhamento em todas as dire¢des. A poténcia refletida
€ geralmente chamada de componente especular, enquanto a poténcia espalhada é
denominada de componente difusa. Entretanto, se a superficie € muito rugosa a
componente especular quase desaparece e a componente difusa € praticamente

dominante.

Figura 14 - Caracteristicas gerais da poténcia em uma superficie rugosa.

Onda espalhada Potencia espalhada
Onda incidente

Onda refletida
’:'especularmente Superficie lisa

I
Superficie levemente rugosa
=T '] A Superficie muito rugosa
- esmeans 4
98

-z g -~
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Fonte: Adaptado de Ishimaru (1978).

Para Ishimaru (1978) ha duas abordagens gerais para o espalhamento da luz
sobre uma superficie rugosa, sdo elas: a aproximacdo de Kirchhoff e o método
perturbativo de primeira ordem. A aproximacdo de Kirchhoff & aplicada em situagéo
que o raio de curvatura da superficie € muito menor que o comprimento de onda da
luz incidente. O método perturbativo de primeira ordem é aplicado para uma
superficie levemente rugosa cuja inclinacdo da superficie € muito menor que a
unidade. Nesta dissertacdo foi usado apenas o método perturbativo de primeira
ordem, que serviu para obter a secao de choque de radiacdo espalhada por unidade
de é&rea da superficie rugosa, a qual foi usada na simulacdo do coeficiente de

correlacdo de Pearson que veremos no proximo capitulo.
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3.4 Simulacao

Nesta dissertacéo, fizemos um estudo tedrico e experimental da técnica de
biospeckle para analise de superficie rugosa com aplicacdo na investigacdo da
atividade bioldgica. Para nossos estudos utilizamos a teoria de espalhamento da luz,
em particular usando o método perturbativo de primeira ordem, buscando obter a
secao de choque de radiacao espalhada por unidade de area da superficie rugosa.
Esse estudo foi elaborado por Pereira (2012), baseando-se no modelo proposto por
Ishimaru (1978). Em seu trabalho, Pereira determinou a secdo de choque, onde foi
possivel obter a distribuicdo de intensidades numa certa regido do espaco, em
funcdo do tempo, permitindo a comparacao das diferentes distribuicdes de luz em
instantes distintos, no intuito de comparar os dados experimentais com os dados
tedricos com base no coeficiente de correlacdo de Pearson. Os resultados
experimentais de sua pesquisa mostraram que o coeficiente de correlagdo de
Pearson evoluindo no tempo era uma exponencial do tipo decrescente. No resultado
tedrico do coeficiente de correlacdo, obtido por meio de simulagdo, também se
destacou o0 comportamento exponencial decrescente indicando uma boa
concordancia com o resultado experimental. Vale ressaltar que o objeto de estudo
analisado por ele, foi uma folha recém-colhida, que também é um dos nossos
objetos de estudo.

Para este trabalho, como ja foi dito anteriormente, utilizaremos a simulacao
feita por Pereira, com base no roteiro de Ishimaru para uma superficie levemente
rugosa, onde foi usada a teoria perturbativa de primeira ordem para encontrar a
secdo de choque da radiacdo espalhada por unidade de area de uma superficie

rugosa. A secdo de choque para uma onda polarizada deve ser expressa como:
o,, = 4mk* cos?; sin? ¢ la,, |*'W (p, q) (3.3.1)
0y, = 4mk* cos? 6, sin? ¢ |a,,|1*?W (p, q), (3.3.2)

onde k = 2—”, W (p, q) é calculado em p = k sin 65 cos@; — k sin 8; € q = k sin 65 cos @,

a,, € ay, séo dados por:
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1
(Sr - 1) (Er — sin? 95)5

Fon T T
[cos 0; + (€, —sin? Hi)Z] [Sr cos 6, + (€, — sin? 95)2]

1
(€, — D(E, — sin® 62
1 1
[Er cosf; + (€, — sin? 01-)5] [cos 0, + (€, —sin? 95)5]

avh

Essas equacdes tratam apenas de casos em que a superficie rugosa nao esta

variando no tempo. Para a variacdo temporal, temos:
2
o = "= |f (0. ) IPW (p,Q)exp(—iw, D), (3.3.3)

onde p = ksin 6, cos¢, — ksin; e g = k sin 6, cos ¢.

A partir da equacédo (3.3.3) (com suas versdes para diferentes polarizacées)
pode-se obter, para uma regido fixa no espaco, a evolugdo temporal do padréo de
speckle em funcdo do tempo. A correlacdo entre esses padrdes de speckle em
instantes diferentes deve conter informac¢do da atividade da superficie. Embora a
dependéncia aqui usada seja do tipo harmdnico, € possivel utilizar outras

dependendo da superficie analisada (Pereira, 2012).

Apresentaremos a seguir a abordagem utilizada para determinar o
espalhamento de luz em uma superficie rugosa, e a simulacdo do coeficiente de

correlacdo de Pearson.

3.4.1 Simulacao da evolucéo do coeficiente de correlagéo de Pearson

Com o objetivo de simularmos a variacdo temporal do coeficiente de
correlacdo de Pearson entre os padrbes de speckle que aparecem devido ao
espalhamento de luz laser sobre uma superficie rugosa, partiremos das equacdes
de secdo de choque mostradas anteriormente. Uma vez que 0S experimentos

realizados nesta dissertacdo usaram lasers verticalmente polarizados, teremos:

0y, = 4mk* cos? 0, sin? ¢, |a,, |1*W (p, q) (3.3.4)
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g,, = 4mk*(sin? 6, sin? 6, — cos ¢p,)?|a,,, |*'W (p, q) (3.3.5)
Com secao de choque total como:
o, = aoy, + bo,, , (3.3.6)

onde a e b sdo parametros incluidos para levar em conta a radiacao espalhada com
outras polarizagbes decompostas nas direcbes horizontal e vertical,

respectivamente. Substituindo (3.3.4) e (3.3.5) em (3.3.6) teremos:

o, = a(4nk* cos? 6, sin? ¢ |a,, 1*?W (p, Q)
+ b[4mk*(sin? 6, sin? 8, — cos p)%|a,, |1*W (p, @)1

o, = 4mk*[acos? 0, sin? ¢ |a;,|* + b(sin? 6; sin® 6, — cos ¢, )?*|a,, |*1W (p, q)
(3.3.7)

Para resolver a equacao (3.3.7), precisamos conhecer a fungcdo densidade
espectral da altura da superficie W(p,q), onde sabemos que a funcdo correlacdo das
alturas da superficie rugosa é ({(x;,¥,){(x,,¥,) ). Podemos assumir que a fungao

correlacdo pode ser escrita como:

2

2
(C(x1,71)8(x5,,) ) = h*exp (—%— Xlg’-) (3.3.8)
em que h é o desvio quadratico das alturas da superficie rugosa e [ € 0 comprimento
de correlacgéo.

A funcdo de densidade espectral W(p,q) pode ser expressa matematicamente
como (Ishimaru, 1978; Pereira, 2012) :

W(p,q) =[] dx,dy{S(x, 1) (x,,7,) Yexp(—ipx, —iqy,)  (3.3.9)

Substituindo a funcdo de correlacdo na equacéo acima temos:
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W) =25 [ drdygexp (-5 - ipx,) + (- %~ iqy,)|  33.10)

Calculando a integral, vamos definir que,

T xi Ya
I = ﬂdxddydexp —l—Z—prd + —l—z—lqyd

— 00

Onde é possivel mostrar que a solugcédo da integral acima é dada por:
l2
I = I%mexp [—Z(pz + qz)] (3.3.11)

Dessa maneira, obtemos a fungdo densidade espectral da altura da superficie
W(p,q) que é:

_h’ o2 2
Wp,) ="exp |~ (0* + ) (3312)
Ao substituir a expressao (3.3.12) em (3.3.7) encontramos que
Oy =

4h*1?k*[acos? O, sin® ¢, |ay,, |* +

12k?
4

b(sin? §; sin? 6, — cos ¢,)?|a,,, |*] {exp [— (sin 6 cos ¢, — sin 6,)% —

1?k?
4

exp(sin f, sin ¢s)2]} (3.3.13)

A equacao acima € a expressao geral para a secdo de choque da radiacao
espalhada que é detectada pala CCD. Porém, até agora tratamos apenas de casos
em que a superficie rugosa ndo esta variando com o tempo, entdo teremos que
incluir nas expressdes a variacdo temporal da superficie rugosa. Para incluirmos a
variacdo temporal da superficie rugosa na expressdo da secdo de choque por
unidade de éarea, consideramos que cada componente harménica espacial de uma
onda move-se com velocidade de fase definida, como é o caso de ondas maritimas,

em que é possivel idealizar que elas viajam com uma velocidade de fase definida
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l Z ~ . , .
por v, = /f—n em que g é a aceleracdo da gravidade e [ é o comprimento de onda.

Com isso podemos mostrar que a secdo de choque espalhada por unidade de area

para uma onda maritima (vide anexo 1) € dada por:
2
o= %V(P, O *W (p,q)exp(—iw, 1), (3.3.14)

onde

1

W, = [g(p2 + qz)%]E

Lembrando que a expressao (3.3.14) foi deduzida com w para uma onda
maritima, ou seja, a rugosidade para a superficie do oceano varia praticamente de
forma harménica no tempo (Pereira, 2012). Para o nosso caso, onde observamos
uma folha recém-colhida, é esperado que a atividade biolégica da planta decaisse
exponencialmente com o tempo, sabendo que 0 mesmo €& um processo de
degradacdo quimicamente ativo, em que esse processo € regido por equacdes de
taxas que resultam em decaimentos exponenciais. Desse modo, vamos supor que 0
decaimento seja exponencial com o tempo, que equivale a w,——iw,. ASSim
teremos que a evolucdo temporal da secdo de choque por unidade de superficie

rugosa sera expressa por:

o, =
4h?12k*[acos? O, sin? ¢ |ay, |* +

12k?
4

b(sin? 6, sin? 6, — cos ¢,)*|a,,, |*] {exp [— (sin B, cos ¢, — sin 6,)? —

12k?

—exp(sinf, sin ¢S)2] exp[—wrt]} (3.3.15)

Agora podemos simular a evolugdo temporal do coeficiente de correlacdo de
speckle C(t). Para isso devemos partir da equacédo (3.3.15), que nos fornece a
evolugdo temporal da sec¢édo de choque por unidade de superficie rugosa g, em que

consideramos a luz incidente como verticalmente polarizada. Pois, ¢ € proporcional
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a intensidade da luz espalhada pela superficie. Consequentemente, podemos usar a

equacéo (3.3.15) para simular C(t) (coeficiente de correlag&o).

Contudo, partindo de o,, faz-se necessario construir uma matriz a partir dos
valores obtidos para o,, quando fazemos t = O e variamos 6 e ¢. Matriz essa que
serd usada como referéncia para comparacdo com outras matrizes obtidas para t
maior que zero. Posteriormente, construiremos novas matrizes variando 6 e ¢, mas
dessa vez também variando t. Sendo assim, calculamos o coeficiente de correlacédo
em cada matriz que evolui no tempo com a matriz referéncia, obtendo assim uma
série de valores para o coeficiente de correlacdo, que poderdo ser expressos em um
grafico C x t (Coeficiente de correlacdo de Pearson versus tempo). Com isso,
poderemos investigar o comportamento temporal do coeficiente de correlacdo de
Pearson para padrdes de speckle, e compara-los com os resultados do coeficiente
obtidos experimentalmente.

A utilizagdo dos métodos mencionados neste capitulo, foram aplicados aos
dados obtidos experimentalmente. Explanaremos a metodologia utilizada em

laboratorio no capitulo seguinte.
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4 RESULTADOSE DISCUSSOES

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados experimentais
de biospeckle objetivo e subjetivo em 3.0 (trés) espécimes botanicos, as simulacdes
obtidas para ajustar os resultados de correlacdo de Pearson, além da aplicagdo do
programa STMD (Speckle — THSP — MCO - Descritores) usado para calcular os
descritores de textura de segunda ordem a partir de um volume de imagens obtidas
pelo padrdo de speckle. O programa STMD nos fornecera valores de Momemto de
Inércia (MI) os quais estdo diretamente relacionados a bioatividade das folhas de
amoreira preta, erva-cidreira e horteld da folha grossa investigadas nesta

dissertacao.

4.1 Metodologias: experimento e simulacao

Exploramos o speckle subjetivo e o objetivo que sao diferenciados pela
presenca ou ndo de elementos épticos do tipo lente antes da camera CCD, a qual
capta as imagens do padrao formado pelos feixes espalhados pelas superficies das
amostras. Os experimentos foram realizados no Laboratério de Preparagdo de
Materiais (LPM) do Grupo de Fotonica e Fluidos Complexos (GFFC) do Instituto de
Fisica da Universidade Federal de Alagoas. Simulacbes computacionais, usando
programa especificamente baseado na teoria de Akira Ishimura (1978), serdo

apresentadas como ajuste dos dados experimentais obtidos.

4.1.1 Procedimentos experimentais

Uma das vantagens de se usar a técnica do speckle laser reside na
simplicidade experimental. Basicamente, precisamos de um laser, um dispositivo
CCD (Charge-Coupled Device) de média resolucédo, itens 6pticos do tipo lentes e

espelhos, além de placa de aquisicdo de imagens e um computador.
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Para este trabalho utilizamos um microcomputador com placa de aquisi¢cao de
imagens, uma camera CCD Fujitsu com resolugdo de 320x240 pixels um laser de
diodo (532nm; cw; 80mW) com poténcia de saida ajustada em 10mW, filtro espacial
(lente para expanséo e diafragma para selecionar a parte central do feixe), espelhos
para guiar os feixes até a amostra e, no caso do speckle subjetivo, um microscépio
Zeiss modelo Stemi 2000c. Na tabela 2, mostramos de forma mais organizada os

itens necessarios aos arranjos experimentais e suas especificacoes.

O procedimental experimental consistiu na incidéncia da luz laser sobre uma
lente onde o feixe foi expandido, um diafragma foi usado para filtrar a parte central
do feixe e assim conseguirmos um padrdo de intensidade mais homogéneo,
espelhos foram usados para refletir e guiar esse feixe para incidir completamente
sobre a superficie da amostra. Para 0os nossos estudos utilizamos a configuracdo
experimental do speckle objetivo e subjetivo, anteriormente mostrado no capitulo 2
deste trabalho. Podemos ver na figura 15 o arranjo experimental usado na gravagao
do padrdo do speckle objetivo, e na figura 16 o arranjo para o padrdo do speckle

subjetivo.
Tabela 2 - Especificacfes dos equipamentos utilizados.
Equipamentos Especificagbes
Laser Izi — Laserline Ind. e Com. de A =532nm
Equip. Elet Poténcia: 0 - 80mW
Camera CCD - Fujitsu Resolugéao 8bits
Taxa de aquisicéo: 4 — 30Hz
Microscopio — Zeiss — Stemi 2000c Coluna: 260mm (1-1/4)
Oculares: W-PL 10x/23

Formato dos videos Avi

Formato das imagens PNG (Portable Network Graphics)



52

Os experimentos foram realizados nos espécimes botanicos Morus nigra
(amoreira preta), Melissa officinalis (erva cidreira) e Plectranthus ambonicus (hortela
da folha grossa). Essas plantas ndo foram confinadas em estufa para controle de
umidade, incidéncia solar ou tipo de solo usado, foram plantadas livremente em
espaco aberto sob todas as intempéries climaticas de nossa regido. Nosso objeto de

analise foram as folhas dessas plantas.

Figura 15 - Aparato experimental para speckle objetivo evidenciando o laser de diodo
em 532 nm, diafragma, espelhos E1 e E2, lente para expandir o feixe (L), feixes

espalhados pela superficie da amostra e coleta por camera CCD.

AMOSTRA

Diafragma

Fonte: Autor, 2014.
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Figura 16 - Aparato experimental para Speckle subjetivo, evidenciando o jogo de

lentes L2 e o microscopio (M).

AMOSTRA

A

|

b -

El

Diafragma

Fonte: Autor, 2014.

Para os ensaios usamos as folhas nos seguintes estagios: folha recém-
colhida, folha amarelada e folha seca. Realizamos pequenos filmes de 20 segundos
nas folhas recém-colhidas e repetimos essa aquisicdo a cada hora até 24 horas
apos a colheita. Adquirimos videos curtos de 20 segundos e videos mais longos com
duracdo de 5 minutos. Nas folhas amareladas e nas folhas secas, adquirimos
apenas um video curto de 20 segundos para comparar a magnitude do momento de
inércia e do coeficiente de correlacdo de Pearson com os valores obtidos para as

folhas recém-colhidas. Na figura 17 mostramos os estagios das folhas utilizadas.
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Figura 17: Estagios das folhas investigadas (na sequéncia da esquerda para a direita:
amoreira preta, erva-cidreira e horteld da folha grossa). (A) Folhas recém-colhidas e
(B) folhas secas naturalmente.

‘J,~

|

Fonte: Autor, 2014.

4.1.2 Programas usados na analise dos dados

Um dos programas utilizados foi o VirtualDub 1.9.11 (de livre acesso na
Internet), ele foi usado para transformar os videos (avi) em imagens (PNG). Outra
ferramenta utilizada foi o STMD (Speckle — THSP — MCO — Descritores) proposto
por Lucena (2012). O objetivo dessa ferramenta é calcular os descritores de textura
de segunda ordem a partir de um volume de imagens obtidas pelo padrdo de

speckle.
O sistema do STMD é baseado em quatro requisitos basicos (Lucena, 2012):

1. Carregar os speckles a partir de um diretorio definido pelo usuario;
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2. Criar uma THSP a partir do speckle carregado;
3. Construir a MCO a partir da THSP e normaliza-la;

4. Calcular os descritores de textura com base na MCO normalizada.

O programa STMD, a partir das imagens do padrdo de speckle, nos fornece
as matrizes THSP, MCO e os valores dos momentos de inércia (M), dentre outros

descritores de textura que nao serao utilizados nesta dissertacao.

Para as simulagfes, usamos programa desenvolvido por Pereira (2012) e
baseado na teoria de Akira Ishimura para espalhamento de luz em superficie rugosa.
Todas as simulagbes foram realizadas para ajustar os primeiros vinte segundos de
dados nos graficos de coeficiente de correlacdo de Pearson. Mantivemos fixo o
angulo de incidéncia da luz sobre a amostra e permitimos variagcbes em parametros
tais como a altura da rugosidade das folhas e os angulos que formam o padréao

interferométrico responsavel pelo granulado oOptico (speckle).

4.2 Resultados

Como foi referido na secgdo anterior, incidimos sobre o material botanico
radiacdo no comprimento de onda de 532nm (regido espectral do verde) com
poténcia de saida de 10mW de um laser de diodo. O comprimento de onda de
532nm foi escolhido com o intuito de evitarmos absorcao da radiacdo pela amostra e
nos aproximarmos 0 maximo possivel das condicbes usadas na teoria de Akira
Ishimaru (Ishimaru, 1978). Toda a superficie das folhas foi exposta a radiacédo
luminosa e fizemos o possivel para ndo variarmos a forma e as dimensfes do feixe
permitindo, assim, a comparacdo dos resultados obtidos. A radiacdo coerente foi
usada para obter o padréo de interferéncia que gera o speckle. Os videos curtos
foram captados para posteriormente serem transformados em imagens para as
futuras andlises. Nas sec¢des seguintes mostraremos 0s resultados obtidos

experimentalmente e os métodos de analise usados.
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4.2.1 Analise do padrdo de biospeckle através de processamento de imagem

digital

A partir das imagens do padréo de biospeckle objetivo e subjetivo, utilizamos
a ferramenta STMD (Speckle — THSP — MCO - Descritores) proposto por Lucena
(2012) para os calculos da matriz de Co-ocorréncia (MCO), da matriz THSP e do
momento de inércia (MI). Apds monitorar por 24 horas as folhas das plantas, foram
processados os padrbes de biospeckle e tabulados os valores de momento de
inércia que estado dispostos na tabela 3. O momento de inércia esta correlacionado
com a atividade biolégica. Uma analise semelhante usando o momento de inércia
(MI) como parametro para avaliar a atividade biologica foi feita em 2009 por Oliveira
e colaboradores em folhas de tomateiro para avaliar a presenca de agrotoxicos nas
folhas obtendo diferentes niveis de atividades. Existem alguns fatores que interferem
no momento de inércia. Rabal (1998) afirmou ao analisar sementes de feijdo que
fatores como os niveis de umidade presentes nas sementes podem interferir na
quantidade da atividade biolégica estimada pelo M. Quando se trata de espécimes
botanicos, alguns fatores devem ser levados em consideracao, tais como a perda de
umidade da folha, o0 mecanismo de defesa que algumas espécies botanicas tém
quando sao retiradas das plantas originais para evitar a perda de umidade, dentre
outros fatores. Na figura 18 e na figura 19 mostraremos as matrizes MCO e THSP
que foram obtidas temporalmente através da técnica do biospeckle objetivo e

subjetivo, respectivamente.
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Tabela 3 - Valores do Momento de Inércia do padréo do biospeckle objetivo e

subjetivo
Speckle Objetivo Speckle Subjetivo

Tempo | Amora Cidreira | Hortela Amora Cidreira Hortela

Oh 1551,967 | 1422,009 | 1653,133 | 210,837 | 205,607 425,477
1h 1048,618 | 437,110 | 934,636 |237,826 | 237,357 337,858
2h 1634,537| 517,238 | 878,309 |218,496 | 206,518 564,545
3h 1062,910 | 368,155 | 701,470 | 204,826 | 235,035 341,336
4h 958,279 | 427,647 |997,150 |234,637 | 241,466 385,501
5h 1006,815| 361,332 | 850,267 | 308,857 | 251,067 397,589
6h 842,506 | 454,275 | 836,860 |200,63 229,597 280,149
7h 898,987 | 318,304 | 696,815 | 274,08 257,763 400,208
8h 192,838 | 75,699 223,347 |200,702 | 246,627 436,419
9h 172,003 | 81,386 278,131 | 201,09 241,228 451,144
10h 163,784 | 80,648 275,796 |203,017 | 238,015 418,090
24h 753,425 | 2211,688| 1973,000 | 240,441 | 234,167 515,232

Fonte: Autor, 2014.
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Figura 18 — Matrizes THSP e MCO das plantas obtidas através do biospeckle objetivo

THSP  MCO THSP MCO THSP  MCO
Amoreira Cidreira Hortel3

Fonte: Autor, 2014



Figura 19 — matrizes THSP e MCO das plantas obtidas através do biospeckle

Fonte: Autor, 2014.

subjetivo.
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Quanto mais espalhados estiverem os resultados com relacdo a diagonal,

maior sera o valor de Ml e consequentemente a bioatividade dessas folhas.

As figuras 20, 21 e 22 apresentam a dispersdo das intensidades em torno da
diagonal principal da matriz MCO feito a partir de uma quantidade de imagens
coletadas ao longo de 10 horas obtidas a partir da técnica de biospeckle objetivo
para as folhas da Morus nigra, Melissa officinalis e Plectranthus amboinicus,
respectivamente. Para gerar as matrizes escolhemos imagens nos intervalos de
uma em uma hora durante as 10 horas. Com uma hora de monitoramento fizemos
umn video de 20 segundos, desse video coletamos 350 imagens, e assim
sucessivamente até o final das 10 horas. Observamos que ao fazer a analise de

videos curtos havia atividade bioldgica, observando um declinio nos valores.

Segundo Arizaga et al (1999) foi observado que o momento de inércia atingia
valores mais altos para amostras de material bioldégico vivos e baixos valores para
um material biolégico morto, concordando com nossos resultados. Nas figuras 20,
21 e 22 podemos observar temporalmente que h4 uma reducdo na dispersao das
intensidades em torno da diagonal principal na MCO, estando coerente com 0s
dados de MI da figura 18 até 10h. Percebemos na figura 20 que houve uma
constancia nos dados obtidos a partir de 8h de investigacdo, mostrando a perda de

bioatividade nesse intervalo de tempo.



Figura 20 - Comportamento apresentado pelo momento de inércia. Biospeckle

objetivo (Morus nigra).
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Fonte: Autor, 2014.

Figura 21 - Comportamento apresentado pelo momento de inércia. Biospeckle

objetivo (Melissa Officinalis).
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Fonte: Autor, 2014.
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Figura 22 - Comportamento apresentado pelo momento de inércia. Biospeckle

objetivo (Plectranthus amboinicus).
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Fonte: Autor, 2014.

Faremos uma andlise das imagens obtidas da técnica de biospeckle subjetivo
para as folhas da Morus nigra, Melissa officinalis e Plectranthus amboinicus. Para o
biospeckle subjetivo percebemos que o sistema de lentes do microscépio estava
saturando as imagens capturadas pela CCD. Sendo assim, os resultados obtidos por
essa técnica ndo estdo de acordo com os obtidos com o biospeckle objetivo. As
figuras 23, 24 e 25 apresentam a dispersao das intensidades em torno da diagonal
principal da matriz MCO feita a partir de uma quantidade de imagens coletadas ao
longo de 10 horas obtidas a partir da técnica do biospeckle subjetivo para os
espécimes botanicos. Como podemos perceber, ndo ha uma regularidade, um
comportamento dominante nos graficos apresentados. A partir da tabela 3,
percebemos uma variacdo minima nos valores obtidos para o biospeckle subjetivo
mostrando uma possivel saturacdo e, com isso, justificando a irregularidade no

comportamento dos graficos das figuras 23 a 25.



63

Figura 23 - Comportamento apresentado no momento de inércia. Biospeckle subjetivo

(Morus nigra).
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Fonte: Autor, 2014.

Figura 24 - Comportamento apresentado no momento de inércia. Biospeckle subjetivo

(Melissa Officinalis).
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Fonte: Autor, 2014.
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Figura 25 - Comportamento apresentado no momento de inércia. Biospeckle subjetivo

(Plectranthus amboinicus).
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Fonte: Autor, 2014.

Como, no speckle subjetivo, existem lentes que focalizam a luz espalhada
pela amostra na camera CCD, o sinal coletado € mais intenso justificando a

saturacao.

4.2.2 Anadlise do padrao de biospeckle através do coeficiente de correlacédo de

Pearson

Para investigar o comportamento do coeficiente de correlacdo de Pearson
para os padrdes de biospeckle obtidos temporalmente, foi utiizado o mesmo
procedimento de gravacdo de imagens descrito na secdo anterior. Os valores do
coeficiente de correlagdo foram calculados para os intervalos de tempo de uma em
uma hora durante 10 horas. As figuras 26, 27 e 28 mostram o coeficiente de
correlacdo de Pearson em funcdo do tempo para os primeiros 20s de colheita das

folhas. Percebemos grande atividade bioldgica, para todos os espécimes botanicos
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investigados nesse intervalo de tempo. Nas figuras 29, 30 e 31 é apresentada a
evolugcdo temporal do coeficiente de correlacdo de Pearson no intervalo de 0 a 10
horas para a Morus nigra, Melissa officinalis e Plectranthus amboinicus. Em cada um
desses graficos foi omitido o ponto experimental para Oh para melhor visualizarmos
0 comportamento para tempos longos de colheita. Isso ndo compromete a
apresentacdo dos resultados, visto que as figuras 26, 27 e 28 exploram os primeiros
momentos de atividade bioldgica. Os resultados mostrados foram obtidos

experimentalmente através de biospeckle objetivo.

Figura 26 — Evolucao temporal do coeficiente de correlacdo de Pearson obtido

experimentalmente (Morus nigra).
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Fonte: Autor, 2014.



Figura 27 — Evolucédo temporal do coeficiente de correlagéo de Pearson obtido

experimentalmente (Melissa officinalis).
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Figura 28 — Evolucédo temporal do coeficiente de correlagdo de Pearson obtido

experimentalmente (Plectranthus amboinicus).
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Como podemos perceber na figura 26 o coeficiente de correlacédo de Pearson
tem um comportamento de uma exponencial decrescente com queda acentuada nos
primeiros t = 5 segundos. Depois desta queda inicial ele decresce muito lentamente.
Isso significa que os padrbes do biospeckle gerados em t > 5 segundos ndo se
modificam de forma significativa ao longo do tempo restante do experimento. Este
comportamento mostra-se coerente com a figura 29 que nos mostra o coeficiente de

correlacdo para t variando até 10 horas.

Na figura 27 o comportamento do coeficiente de correlacdo tem uma queda
acentuada até aproximadamente t = 15 segundos e se manteve praticamente

constante no tempo restante.

O comportamento do coeficiente de correlacdo de Pearson mostrado na figura
28 é semelhante ao comportamento mostrado na figura 26. Observou-se uma queda
em aproximadamente t = 10 segundos, ap0s esse tempo os valores do coeficiente

de correlacdo tornam-se praticamente constantes.

Para a investigagdo de 10 horas, na figura 29, observou-se que o
comportamento para o coeficiente de correlagcdo sofreu uma variagdo do primeiro
ponto com relagdo ao ultimo mostrando, ainda, um decaimento. No grafico ndo
colocamos o primeiro ponto, que é a correlacdo da primeira imagem com ela
mesma. Como as imagens sao iguais o coeficiente de correlagcdo sera igual a um, o

gue nao significa atividade, isso ocorre também para as figuras 30 e 31.

Como podemos observar na figura 30 o coeficiente de correlagdo ficou
constante em torno do valor 0,16 entre 1 e 10 horas. Nas figuras que mostram o
comportamento do coeficiente de correlacdo até 10 horas, ndo levamos em
consideracdo o primeiro ponto da correlacdo que seria igual a um. Como o
coeficiente de correlacdo de Pearson € obtido temporalmente a partir de imagens
capturadas através de padrdes de biospeckle, apds certo intervalo de tempo, com a

atividade praticamente nula, os coeficientes de correlacdo tendem a uma constante.



Figura 29 — Evolucédo temporal do coeficiente de correlagéo de Pearson obtido

experimentalmente (Morus nigra). Em detalhe comportamento de 1 a 10 horas.
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Fonte: Autor, 2014.

Figura 30 — Evolucédo temporal do coeficiente de correlagdo de Pearson obtido
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experimentalmente (Melissa officinalis). Em detalhe comportamento de 1 a 10 horas.

Correlagao de Pearson

Fonte: Autor, 2014.
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Figura 31 — Evolugédo temporal do coeficiente de correlagéo de Pearson obtido
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experimentalmente (Plectranthus amboinicus). Em detalhe comportamento de 1 a 10

horas.
1.1 —
L \ @ Plectranthus ambomlcus\
or W
c 09r
(@] i S o022 °
w 08 2
S $
D 07k 2 0.20 o ° 4
o . 2
o 06} ;f o] @
© r § o © °
O 05 I 0.16 4
© : : : :
O" 04 ~ 0 4 6 8 10
C_U Tempo (h)
G!_J 0.3}
o I %o
0.1 i °
00 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tempo (h)

Fonte: Autor, 2014.

Para os valores dos coeficientes de correlacdo obtidos a partir de padroes de
biospcekle capturados por imagens da folha da Plectranthus amboinicus, mostrados
na figura 31, observamos uma queda sutil do primeiro ponto com relagdo ao Ultimo.
As maiores variacdes no coeficiente de correlacdo ocorreram nas folhas da amoreira
preta (Morus nigra) e da hortela da folha grossa (Plectranthus amboinicus),
corroborando com a variagcdo dos valores do Ml na tabela 18 para esses dois
espécimes botanicos. O que nos leva a intuir que esses espécimes tém uma maior
bioatividade. Tanto na figura 30 quanto na tabela 3, percebemos que as variacoes
de Ml e coeficiente de correlagéo, apresentam menores valores para a erva-cidreira

(Melissa officinalis), observando sua menor bioatividade.

Esses comportamentos mostrados para o coeficiente de correlacdo de
Pearson para 0s espécimes botanicos podem ser explicados pelo fato das folhas

recém-colhidas estarem em um processo de degradacdo devido a perda da
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atividade biologica, uma vez que o vinculo da folha com a planta foi perdido. Assim

que colhemos as folhas, sua atividade bioldgica comeca a diminuir rapidamente.

4.3 Simulacgdes

Para simular o espalhamento na superficie da folha, foi adotada uma
constante dielétrica aproximadamente igual a da agua, em torno de 70 (Pereira,

2012). A simulacéo foi feita para produzir padrées de biospeckle objetivo.

As figuras 32, 33 e 34 mostram os gréaficos do coeficiente de correlagdo de
Pearson em funcdo do tempo para t variando de 0 a 20 segundos. As curvas
simuladas foram obtidas através das discussdes apresentadas no capitulo trés. Para
cada espécime botanico fizemos ajustes nos parametros livres para obter um

resultado tedrico mais proximo do experimental.

Figura 32 — Coeficiente de correlagcdo de Pearson variando temporalmente obtido
atraveés de simulacdo (Morus nigra)
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Figura 33 — Coeficiente de correlagéo de Pearson variando temporalmente obtido

através de simulacdo (Melissa officinalis)
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Figura 34 — Coeficiente de correlacédo de Pearson variando temporalmente obtido

através de simulacdo (Plectranthus amboinicus)
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Em todas as simulagcdes mantivemos constante o angulo de incidéncia de 50
graus (®;) e variamos um pouco os valores dos passos de variacdo dos angulos dos
feixes espalhados que formam o padrdo de speckle (6 e o), jA que esses angulos
mudam a medida que a rugosidade das folhas varia. Outro termo que variamos nas
simulacbes foi a constante multiplicativa (presente na equacéo 3.3.15 no capitulo 3)

que é proporcional a variagdo das alturas das rugosidades.

Na figura 35 mostramos as duas curvas do coeficiente de correlacdo em
funcdo do tempo obtidas para a folha da Morus nigra. Os simbolos foram obtidos
experimentalmente e a curva preta continua € o resultado da simulagdo. Usamos 0;
= 50°, passos para a variacdo dos angulos 0 e ¢ de 0,10 e constante multiplicativa

igual a 2,0.

Figura 35 — Coeficiente de correlacéo de Pearson variando temporalmente. Os
simbolos foram obtidos experimentalmente e a curva continua através de simulacao

(Morus nigra).
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Fonte: Autor, 2014.

Para a folha da Melissa officinalis, a figura 36 mostra os resultados do

coeficiente de correlacdo obtidos experimentalmente e através de simulacdo em
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funcdo do tempo. Usamos ©®; = 50°, passos para a variacdo dos angulos 6 e ¢ de

0,085 e constante multiplicativa igual a 1,0.

Figura 36 — Coeficiente de correlacéo de Pearson variando temporalmente. Os
simbolos foram obtidos experimentalmente e a curva continua através de simulagao

(Melissa officinalis)
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Na figura 37 apresentamos o coeficiente de correlacdo evoluindo
temporalmente para o espécime botanico Plectranthus amboinicus, onde s&o
mostrados 0s pontos obtidos experimentalmente e a simulagcdo baseada na teoria de
Akira Ishimaru. Novamente, ha uma concordancia muito boa entre experimento e
simulacéo tedrica. Esses resultados corroboram com o fato de que, mesmo com o
mesmo angulo de incidéncia de luz (®; = 50°) sobre as amostras, variacées tém que
ser levadas em conta quando investigamos superficies com rugosidades distintas.
Esses fatores mostram que o padrdo interferométrico formado e captado pela CCD
tem dependéncia direta com o espalhamento sofrido pela luz ao incidir em superficie
rugosa. Usamos ©; = 50°, passos para a variacdo dos angulos 0 e ¢ de 0,12 e

constante multiplicativa igual a 1,3.
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A medida que diminuimos os passos para a variagdo dos angulos 0 e o,
estamos melhorando a qualidade da imagem do speckle captada pela CCD e,
aumentando a constante multiplicativa, estamos afirmando que a variagcdo de
rugosidade € maior naquele espécime. Comparando com as andlises para a Morus
nigra e a Plectranthus amboinicus, vemos que uma maior variacdo das alturas das

rugosidades, coincide com uma maior bioatividade.

Figura 37 — Coeficiente de correlacéo de Pearson variando temporalmente. Os
simbolos foram obtidos experimentalmente e a curva continua através de simulagéo

(Plectranthus amboinicus)
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Fonte: Autor, 2014.

A boa concordancia entre experimento e simulacdo para todos os resultados
apresentados neste capitulo, nos faz ver que acertamos ao escolher um
comprimento de onda da luz incidente que interaja o0 minimo possivel com o meio
investigado. Observamos um espalhamento de luz mais eficaz, jA que ndo houve

absorcéo de luz pelas superficies dos espécimes botanicos.
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Nos resultados apresentados na tabela 3 e nas figuras 18, 20, 21 e 22
comprovamos que a técnica interferométrica speckle (ou biospeckle) permite medir a
atividade biologica de folhas colhidas de uma planta mde e acompanhar seu

comportamento temporalmente.

No proximo capitulo teceremos algumas conclusdes sobre os resultados

apresentados nesta dissertacao.
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Neste trabalho, foi investigada a atividade biol6gica em espécimes botanicos
atravées da técnica do biospeckle, em que padrbes de interferéncia trazem

informacdes sobre a superficie do material em estudo.

Em nosso trabalho o aparato experimental foi configurado para que houvesse
reflexdo do feixe laser. A investigacao foi feita a partir da comparacéo de padrdes de
biospeckle gerados por uma camera (CCD) em diferentes instantes de tempo
originados do espalhamento coerente de luz laser em 532 nm, a partir de folhas dos
espécimes botanicos Morus nigra, Melissa officinalis e Plectranthus amboinicus.
Para analisar os dados, utilizamos métodos de processamento de imagem digital,
como as matrizes THSP e MCO e a dispersdo dos pontos em torno da diagonal
principal da MCO usando o momento de inércia (MIl). Analisando o grau de
similaridade das imagens ao longo do tempo, fizemos uso do coeficiente de
correlacao de Pearson.

No monitoramento das folhas durante 10 horas, constatamos atividade
biolégica através da técnica do biospeckle objetivo. O que ndo foi possivel detectar
usando os resultados obtidos por meio do biospeckle subjetivo, em virtude do
conjunto de lentes presente no microscopio usado saturar as imagens capturadas
pela CCD. No caso do biospeckle subjetivo, podemos observar nas imagens das
matrizes MCO (Figura 19) que a dispersdo das intensidades em torno da diagonal
principal tem um comportamento praticamente constante ao longo do tempo para os
espécimes botanicos estudados. Portanto, como o momento de inércia é uma
ferramenta para quantificar a medida de dispersdo dos pontos em torno da diagonal
principal da MCO, os resultados obtidos do MI ndo estdo coerentes para
comparacdao com os obtidos no biospeckle objetivo. Assim, tornou-se inviavel o uso
do microscopio na técnica do biospeckle subjetivo sem a devida diminuicdo da

poténcia do feixe incidente nas amostras.

Nos resultados obtidos através do biospeckle objetivo, observamos nas
figuras da MCO, variagdo ao longo do tempo na dispersdo das intensidades na

diagonal principal (Figura 18), que nos indica atividade biolégica nas folhas. Os
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valores do MI mostram um comportamento decrescente indicando uma degradacéo

das folhas.

Para o coeficiente de correlacdo de Pearson foi investigada a correlagcéo das
imagens em funcdo do tempo, geradas a partir dos padrdes de biospeckle sobre
uma superficie rugosa para determinacdo de atividade biol6gica. Foram obtidos

resultados experimentais e simulacbes computacionais.

Nos resultados experimentais do coeficiente de correlagcdo, determinamos a
partir das imagens a comparacdo dos padrbes de interferéncia gerados
temporalmente. Assim percebemos que ha uma rapida queda para t < 20 segundos,
e apos essa queda os valores do coeficiente de correlagdo variam muito lentamente

ficando praticamente constantes ao fim das 24 horas.

O estudo tedrico usado para a obtencdo do coeficiente de correlacao foi
realizado com base na teoria de espalhamento de luz, usando o método de
perturbacdo de primeira ordem para encontrarmos a secdo de choque da radiacao
espalhada por superficie rugosa. A priori, nesta dissertagdo apresentamos apenas
os calculos usados para gerar o coeficiente de correlacdo, simulado com base na
teoria proposta por Ishimaru (1978) e usada por Pereira (2012). Sendo assim, o
coeficiente de correlacdo foi calculado para diferentes distribuicbes de luz em
diferentes instantes.

Nos resultados simulados temporalmente para coeficiente de correlacao,
observou-se um comportamento exponencial decrescente em concordancia com os
resultados experimentais, haja vista que as curvas de simulagcdo se ajustaram muito
bem aos dados experimentais nas figuras 32, 33 e 34. Para cada espécime botanico
usamos parametros livres diferentes, mas sempre com a preocupacado de manter a

simulagdo o mais proximo possivel ao que desenvolvemos em laboratorio.

Concluindo, as investigacbes de biospeckle contribuiram no estudo de
espécimes botanicos, monitorando sua atividade biolégica e mostrando resultados
satisfatorios.

Como perspectivas futuras podemos citar a aplicacdo experimental da técnica
biospeckle subjetivo em meios espalhadores, utiizando apenas uma lente colocada

entre a superficie espalhadora e o plano de observacéo, controle da poténcia da luz
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incidente sobre a amostra e 0 uso de uma camera CCD mais rapida e com um maior
nimero de imagens por segundo. Outros meios biolégicos podem ser investigados,
assim como, folhas de plantas in vivo. Utilizar outros métodos de analise como o
Fujji e o Lasca, dentre outros. Fazer um estudo comparativo sobre a composicéo
quimica de cada folha em diversos tempos de colheita, com o intuito de observar o
que se modifica ao passo em que ocorre sua degradagdo. Acrescentar termos a
expressdo do coeficiente de correlagcdo (simulagdo), tomando como base um
biospeckle subjetivo considerando uma lente entre o0 meio estudado e o observador

e aumentando o intervalo temporal da simulagéo.
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Anexo A

Efeito da variacdo temporal da superficie rugosa

Vamos incluir a variacdo temporal da superficie rugosa na expressao da
secdo de choque por unidade de area. Em uma superficie rugosa de natureza
estatica, a sua altura tem sido expressa de uma serie de Fourier em duas dimensfes
dada por (Pereira, 2012):

((2,Y) = B T P(m,m) exp (122 + 1 22y ) (A.1)

Da equacao (A.l) temos que cada componente harmdnica espacial deve
mover-se com uma velocidade de fase determinada. Como no caso das ondas

maritimas, por exemplo, é possivel provar de forma idealizada que elas viajam com

. l be ~ . P
uma velocidade de fase v, = /Zg—n em que g € a aceleracdo da gravidade e | € 0

comprimento da onda. Logo, a frequéncia angular w, correspondente a essa

velocidade de fase sera:
w. =%y = |2 (A.2)

Considerando o espaco harmbnico da altura da superficie rugosa dada em

2mm 2mn

(A.1). As componentes dos niumeros de onda nas —— € —nas direcdes x e vy,

respectivamente, a frequéncia angular w, para essas componentes de ondas de

aguas profundas é dada por:

2 2nn 2 %
+ (T) ] } (A.3)
onde definiremos que p = szn eq=—.

Logo, a equacéo (A.3) sera escrita como:

1

Wy, = {g(p2 + q2)§}2 (A.4)
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Agora podemos escrever a altura da superficie rugosa como uma fungéo de x,
y e t. Para isto, usaremos a mesma representacdo harménica da equacdo (A.l),

entretanto dessa vez além da parte espacial adicionaremos a parte temporal, Logo,
. 2mTm . 21N .
(G, y,t) =X, 2, P(m,n) exp (lTx +iT—y- lwmnt) (A.5)
A funcdo correlacdo das alturas € dada por (Pereira, 2012):
(C(x1,¥1)¢(x0y,) ) = iffjooo dpdq{W (p,@)explip(x; —y,) + iq(x, —y,)1} (A.6)

Da equacao (A.5) a equacéo (A.6) pode ser escrita como:

Ly (x5y,) ) = 1[I, dpdq{W (p,exp(ipxd + iqyd — iw,,, D} (A7)
Onde 7 =t, —t,.

Assim, observamos que para conseguir a funcdo de correlagdo das alturas da
superficie rugosa dependente do tempo dada pela equacdo (A.7) a partir da funcao
de correlacdo independente do tempo (A.6), trocamos apenas W(p,q) por
W(p, @)epx(iw,,,7). Desta forma, a variagdo temporal da secdo de choque ¢ pode

Ser expressa comao:

o =" |f (p, ) 1*W (p,q)exp(—icw, ) (A8)

Com a equacéo (A.8) (com suas versdes para diferentes polarizagdes) pode-
se obter, para uma dada regido fixa no espaco, a unidade do padrdo do speckle em
funcdo do tempo. A correlacdo entre esses padrbes de speckle em instantes

diferentes deve conter informacdes da atividade da superficie.



