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RESUMO

O speckle laser dindmico é uma técnica Otica que utiliza padrdes de
interferéncia gerados pela iluminacdo de uma superficie por um laser para obter
o nivel de mudanca desse padrdo, quando a superficie modifica-se ao longo do
tempo. Assim, os grdos de speckle modificam-se de forma e de intensidade, de
acordo com as alteracdes de posicdo dos dispersores da luz que estdo presentes
na amostra iluminada. Para quantificar a atividade do material iluminado por
meio da mudanca dos padrdes de speckle uma série de ferramentas
computacionais que utilizam analises estatisticas dos historicos temporais dos
padrBes speckle sdo utilizadas e apresentam saidas graficas e numéricas. Na
obtencdo dos padrdes de speckle a intensidade do laser estad relacionada a
quantidade de informacdo trazida das camadas préximas a superficie e as
irregularidades dos materiais biol6gicos. O que torna a técnica do biospeckle
laser sensivel e dependente de detalhes para uma andlise de qualidade. A
intensidade de luz é um fator relevante para a formacao dos padrfes de speckle,
visando a contribui¢des para a técnica, o objetivo, neste trabalho, foi investigar a
influéncia da iluminagdo nas imagens obtidas no biospeckle laser. Para a
avaliacdo da iluminacdo, diversas intensidades do laser foram aplicadas em
amostras de materiais bioldgicos. Os padrdes de speckle foram analisados
utilizando os métodos MI, AVD, SD, DG e Fujii. Visando a melhoria na
independéncia da iluminacdo em uma amostra homogénea, uma nova
normalizacdo para os metodos MI e AVD foi proposta e testada, utilizando
secagem de tinta. Os resultados mostraram que a variacdo da intensidade da luz
é importante para os dados do biospeckle laser e a normalizacdo proposta
apresentou melhorias relacionadas a independéncia da intensidade do laser.

Palavras-chave: Speckle laser dindmico. Material biologico. Secagem de tinta.
Métodos numéricos. lluminacao.



ABSTRACT

The dynamic speckle laser is an optical technique that uses interference
patterns generated by laser illumination of a surface to obtain the modification
level of this pattern over time. Thus, speckle grains present in the illuminated
sample change their form and intensity according to the position of light scatters.
In order to measure the activity of the illuminated material by means of
modifications in speckle patterns, we use computer tools that present graphical
and numerical output. To obtain the speckle patterns, laser intensity is set
according to the amount of information obtained from the layers near the
surface. The irregularities of biological materials cause the biospeckle laser
technique to be sensitive and dependent on details in order to obtain a quality
analysis. Light intensity is an important element for the formation of speckle
patterns. To contribute for this technique, this study had the objective of
investigating the influence of light over images obtained by laser biospeckle. For
the evaluation of lighting, different laser intensity were applied to samples of
biological material. The speckle patterns were analysed using the Ml, AVD, SD,
DG and Fujii methods. Other tests were performed to improve the independence
of the lighting in a homogeneous sample. A new standardization for the Ml and
AVD methods has been proposed and tested using drying paint. The results
showed that the variation of light intensity is important for biospeckle laser data,
and the standardization proposal showed improvements concerning the
independence of the laser intensity.

Keywords: Dynamic laser speckle, biologic material, drying paint, numeric
methods, illumination.
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1 INTRODUCAO

A curiosidade do ser humano em tentar conhecer o funcionamento dos
fendmenos existentes impulsiona o desenvolvimento e criagdo de instrumentos
gue possam auxiliar na melhor compreensdo do assunto de interesse. Um desses
equipamentos € o computador, que tornou-se indispensavel para o
desenvolvimento da pesquisa e o com o melhoramento das tecnologias e
métodos de processamento e analise de imagens foi possivel a aplicacdo do
computador em diversas areas do conhecimento, como por exemplo,
engenharias, biologia, agronomia e outras.

Aplicacdes na area da engenharia em conjunto com a biologia, tem-se
utilizado o emprego de técnicas capazes de analisar o comportamento de tecidos
bioldgicos com obtencdo de resultados confidveis. Uma das técnicas utiliza o
laser, uma fonte de luz coerente e monocromatica, como instrumento capaz de
destacar mudancas de posicdo dos dispersores de luz presentes no material
bioldgico. Tal técnica é denominada por speckle laser.

O speckle laser consiste no fenbmeno dptico de interferéncia resultante
da iluminacdo de uma amostra por meio de uma luz que possui ondas
eletromagnéticas de mesma frequéncia (laser). Capturando a imagem da
superficie que recebe a iluminacgdo, obtém-se o padréo de speckle, que se torna
dindmico e proporcional a atividade dos dispersores de luz quando as imagens
sdo adquiridas ao longo do tempo, gerando o termo speckle laser dindmico, ou
biospeckle laser (BSL).

Imagens obtidas dos padrbes do speckle laser sdo passiveis a analise por
meio do processamento digital de imagens e por tratamento estatistico dos dados
permitindo analises graficas e numéricas. As saidas gréaficas sdo normalmente
utilizadas em areas heterogéneas cujo objetivo é criar um mapa de atividades

representando regides com diferentes niveis de mudanca dos dispersores. Por
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sua vez, as saidas numéricas sdo utilizadas quando a area observada é
considerada homogénea, portanto sem mudancas significantes de atividade na
regido de interesse.

A andlise dos padroes de speckle laser aplicadas a materiais biologicos é
um desafio para o desenvolvimento da técnica. A interacdo entre a luz e o tecido
bioldgico ndo é trivial e possui detalhes que podem influenciar a analise. Apesar
da técnica possuir facilidade na utilizacdo, apresenta alta sensibilidade e grande
quantidade de varidveis que podem influenciar os resultados da formacgdo dos
padrdes de speckle.

Na formacdo dos padrdes de speckle, a intensidade da iluminacdo e sua
relagio com a quantidade de informagdo trazida das camadas proximas a
superficie sdo fatores que tornam a técnica do biospeckle complexa e dependente
dos detalhes para analises com qualidade. Assim, diversos efeitos fisicos como
reflexdo, absor¢do, transmitancia, mudanca de meio da luz e intensidade do
laser, podem influenciara formacao dos padrGes de speckle.

H& casos em que a intensidade da luz ndo é suficiente para produzir o
padrdo de speckle, ou seja, os feixes de luz refletidos para o observador ndao sdo
capazes de ativar os sensores, da mesma forma, se uma superficie apresenta
irregularidades que mudam a quantidade de luz que retorna para a analise. Com
esse tipo de resultado, a andlise é ndo trivial e a formacdo dos padrdes de speckle
com variacdo de intensidade do laser pode apresentar resultados diferentes.

A intensidade de luz para a formacdo dos padrbes de speckle laser é
importante e pode afetar a qualidade da formacdo desses padrdes e,
consequentemente, as andlises, tornando desafio para o aprimoramento e

melhoramento na técnica.
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1.1 Objetivo

O objetivo, neste trabalho, consistiu em investigar a influéncia da

iluminag&o nas imagens utilizadas no biospeckle.

1.1.1 Objetivos especificos

a) Investigar se maior ou menor intensidade de luz interfere nos dados
do biospeckle;
b) Testar a influéncia da iluminacdo em padrdes do speckle laser

dindmico obtidos a partir de uma amostra homogénea.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Visando ao melhor entendimento deste capitulo, optou-se por dividir o
texto nos seguintes topicos: Fendmenos opticos, Speckle, Métodos de analise do

speckle, Aplicagdes e problemas do biospeckle laser e Formagéo das imagens do
biospeckle laser.

2.1 Fendmenos épticos

As ondas eletromagnéticas sdo capazes de interagir com a matéria de
diferentes formas. Quando uma onda €é direcionada para uma superficie, a
interacdo ocorre de modo que a energia existente no sistema possa ser absorvida,
refratada ou refletida pela superficie (HALLIDAY; RESNICK; WALKER,

2012). Na Figura 1, representa-se a interacdo de uma superficie com uma onda
eletromagnética incidente.

S |
-
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Meio 1

Meio 2
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|
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1
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1
1
1
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Figura 1 Representacdo de uma onda eletromagnética
Fonte: Adaptado de Halliday, Resnick e Walker (2012).



20

Quando uma onda incidente se depara com uma descontinuidade, parte
da energia dessa onda sofre refracdo e é transmitida (SERWAY; JEWETT,
2007). As ondas podem se deslocar em todas as dire¢fes, no entanto, o tipo de
superficie em que elas estdo incidindo pode determinar o modo de como as
ondas se dispersardo. Na Figura 2, apresentam-se as ondas sendo refletidas em

superficies diferentes.

Figura 2 Tipos de Superficies
Fonte: Serway e Jewett (2007).

Em superficies perfeitamente polidas, as ondas sdo refletidas com o
mesmo angulo que incidem na superficie, esses tipos de ondas sdo paralelas.
Caso a superficie seja rugosa, as ondas refletidas podem se dispersar em todas as
direcbes. Em superficies polidas a reflexdo é denominada por reflexdo especular.
Em superficies rugosas, a reflexdo €é denominada por reflexdo difusa
(HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 2012) (Figura 2).

A representacdo matematica de uma onda sobreflexdo esta diretamente
relacionada aos raios incidentes e refletidos. Na Figura 1, mostra-se que 0
angulo de reflexdo (o) € igual ao angulo de incidéncia (o’) (SERWAY;

JEWETT, 2007). Portanto, temos matematicamente (Equagéo 1) que:

a=a (1)

Em que, a é o angulo de incidéncia e a' é o angulo refletido.
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Por convencao, os angulos sdo medidos por meio da normal a superficie
(SERWAY; JEWETT, 2007).

Outro fendbmeno observado na interagdo da luz com a matéria é a
refracdo, ou seja, por uma onda eletromagnética que se propaga através de meios
diferentes. A luz penetra e sofre uma mudanga quando altera de um meio para
outro. Na Figura 1, a onda de refracdo é representada pelo “Raio refratado”. O
raio incidente, refletido e refratado pertencem ao mesmo plano e o angulo de
refracdo B é dependente de caracteristicas do meio e do angulo em que a onda
incide na superficie (HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 2012; SERWAY;
JEWETT, 2007). Matematicamente, a refracdo é fundamentada na lei de Snell.

A equacdo a seguir representa a refracao.

sinff  ny
sina my

)

Em que,

n,€ a velocidade da luz no meio 2.
n,é a velocidade da luz no meio 1.
Bé o angulo de refracao.

aé o angulo de incidéncia.

Os fendmenos de refracdo e reflexdo sdo importantes para possibilitar o
acompanhamento do caminho da luz quando interage com um determinado
material.

Outro fendmeno Optico é a interferéncia, que ocorre quando ondas
idénticas provenientes de duas fontes sobrepGem-se em um determinado local do
espaco e a intensidade resultante das ondas que se combinam neste local pode
possuir menor ou maior intensidade do que cada uma das ondas. Quanto ao tipo,

a interferéncia pode ser completamente ou parcialmente destrutiva ou
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construtiva. E destrutiva quando a intensidade resultante € menor que a
intensidade de cada onda. E construtiva em casos que a intensidade resultante é
maior que a intensidade de cada onda (HALLIDAY; RESNICK; WALKER,
2012).

As ondas eletromagnéticas também sofrem interferéncia. Isso ocorre, em
razao da combinacdo dos campos eletromagnéticos (HALLIDAY; RESNICK;
WALKER, 2012). Na Figura 3,ilustra-se um objeto que possui dois orificios
estreitos e paralelos (S1 e S2). Uma fonte de onda incide sobre a superficie e
quando as ondas atravessam os orificios tem-se duas fontes de ondas coerentes.
E notavel que as ondas que saem das fendas podem se interferir e tal fendmeno

cria franjas de interferéncia (Figura 3).

Onda Incidente ) >>

Figura 3 Onda com difracéo
Fonte: Adaptado Halliday, Resnick e Walker (2012).

O fenbmeno da interferéncia torna-se importante para que amostras
iluminadas por um laser ndo sejam influenciadas pela luz coerente, evitando
alteracdes do material em analise (BOTEGA et al., 2009).

Os materiais bioldgicos sdo caracterizados por consideravel dispersao de

luz, contendo diversos centros de dispersdo distribuidos aleatoriamente ao longo
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de sua extensdo. A Dispersdo de Rayleigh o campo eletromagnético da luz induz
uma polarizagdo da molécula, que reirradia a luz com os comprimentos de onda
mantidos (a luz azul do sol € dispersa sobre as moléculas no ar mais do que a luz
vermelha, por isso, o céu é azul). Outro tipo de espalhamento é o de Mie, as
particulas sdo maiores do que o comprimento de onda (a ma visibilidade em
nevoeiro, e 0 arco-iris nas nuvens podem ser exemplos desses fenémenos). Na
dispersdo inelastica ha o Espalhamento de Raman, onde os elétrons sdo
estimulados a cair de volta para o nivel de energia diferente da que estavam
antes de excitacdo. Por Gltimo, o Espalhamento de Brillouin ocorre quando um
cristal ¢ deformado por modos acusticos e o indice de refracdo do cristal muda
em decorréncia da tensdo que é induzida pela vibracdo (RABAL; BRAGA
JUNIOR, 2008).

Juntamente com o conceito de dispersdo, a absor¢do é um dos fatores
que caracterizam a interacdo da luz com os tecidos bioldgicos. Esse processo
obedece a lei de Lambert-Beer (Equacdo 3) (RODRIGUEZ-MARIN et al.,
2012):

A= ecL 3)

Onde A € absorbancia, € € o coeficiente de extingdo molar e L é 0
caminho éptico que a luz percorre.

Os diferentes 4tomos e moléculas em questdo possuem uma vasta gama
de possiveis niveis de energia em que podem ser excitados. Dependendo do tipo
de &tomos, apds certo periodo, estes perdem energia com a producéo de calor e
contribuindo com reagdes fotoquimicas irradiando fétons em todos os sentidos.

Outro fendbmeno da éptica € a transmitancia, que implica na quantidade
de luz que consegue atravessar determinada espessura de um material, sem ser

absorvida. E medida em porcentagem, com pardmetros relacionados a
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guantidade de energia e comprimento de onda (HECHT, 2002). Na Equacéo 4,

define-se a transmitancia:

T =1/l 4)

Em que, Ir é a intensidade da luz que incide no material el, € a
intensidade de luz sem o material. Esse fendmeno esta relacionado ao conceito
de absorbancia.

A absorbéancia expressa a capacidade do material em absorver ondas
luminosas em determinada espessura de um material (BARNES; MENDHAM;
DENNEY, 2008; HECHT, 2002; SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002). A

Equacdo 5 ilustra essa definicao:

A= — log10 T (5)

Em que, T € o valor da transmitancia.

O estudo de Lambert apresentou a existéncia de uma relagdo entre a
transmissdo de luz e a espessura da camada do meio absorvente. Quando um
feixe de luz monocromatico atravessa um meio transparente homogéneo, cada
camada desse meio absorvia igual a fragdo de luz que atravessava,
independentemente da intensidade de luz. Lambert entdo propbds que: A
intensidade da luz emitida decresce exponencialmente & medida que a espessura
do meio absorvente aumenta (BARNES; MENDHAM; DENNEY, 2008;
SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002). Essa lei pode ser expressa por (Equagédo
6):

[=1,x 10 (6)
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Em que:
I é a intensidade da luz transmitida. I, é a intensidade de luz incidente. x
é a constante denominada coeficiente de absor¢do e que depende do meio

absorvente empregado e d € a espessura do meio absorvente.

Em seus estudos, Beer observou a relagdo existente entre a transmissao e
a concentracdo do meio onde passa o feixe de luz. Certa solugdo absorve a luz
proporcionalmente a concentracdo do soluto que nela se encontra. Isto é, a
intensidade de um feixe de luz monocromatico decresce exponencialmente a
medida que a concentracdo da substancia absorvente aumenta (BARNES;
MENDHAM; DENNEY, 2008; SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Expressa por:

I =1y x 107k (7)

Em que:

I é a intensidade da luz emitida. I € a intensidade de luz incidente; k é a
constante denominada coeficiente de absorcdo e que depende do meio
absorvente empregado e ¢ é a concentracdo do meio absorvente.

A lei de Lambert-Beer é o fundamento da espectofotometria. Elas sdo
tratadas pelo processo no qual a quantidade de luz absorvida ou transmitida por
uma determinada solucdo depende da concentracdo do soluto e da espessura da
solugdo (BARNES; MENDHAM; DENNEY, 2008; SKOOG,; HOLLER;
NIEMAN, 2002). A lei pode ser expressa por (Equacéo 8):

T = expifcd) (8)
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Em que, T é a transmitancia da luz, ¢ é a constante que depende do

material. d é a espessura da amostra.

2.2 Speckle

Speckle representa um padrdo de interferéncia formado quando uma
superficie é iluminada por uma luz coerente, como por exemplo, a de um laser.
A imagem formada consiste em um conjunto de grdos tanto claros quanto
escuros mostrando um efeito de granulado, denominado na lingua inglesa por
speckle (RABAL; BRAGA, 2008). Na Figura 4, a seguir, mostra uma imagem

speckle.

Figura 4 Imagem speckle
Fonte: Rabal e Braga (2008).

2.2.1 Speckle laser dinamico

Speckle laser dindmico ou biospeckle laser ¢ o resultado temporal de um

padrdo de speckle proveniente de uma superficie que modifica a posi¢do dos
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dispersores de luz. O aspecto visual do biospeckle é semelhante a um liquido em
ebulicdo e, por isso, o termo em inglés “boiling” ¢ utilizado para definir o
fendbmeno. Esse efeito é ocasionado pelas variagdes da dispersdo da luz
produzida pelos movimentos das particulas na superficie do material. O speckle
laser dindmico proveniente de material bioldgico é aquele que se movimenta,
deforma, desaparece e reaparece sem deslocamento significativo de sua posicao.
Esse Gltimo tipo € caracteristico de tecidos vivos (RABAL; BRAGA, 2008).

Os fendmenos Opticos relacionados ao speckle laser dindmico ocorrem
no momento em que o laser se dispersa sobre uma determinada superficie, e
esta, por sua vez, apresenta uma determinada atividade. Ao atingir uma
superficie que possui estruturas que se movimentam, os dispersores de luz,
ocorre a reflexdo da luz de forma difusa. Na superficie e proximo da superficie
de materiais biologicos os feixes de luz sdo refletidos aleatoriamente e os
caminhos percorridos pelos raios refletidos sdo em todos os planos de
observacdo (DAINTY, 1975).

O speckle laser dindmico tem sido utilizado para auxiliar na medicdo de
atividades biolégicas em diversas areas do conhecimento como na agricultura
(ZDUNEK et al., 2014), na medicina (BRIERS et al., 2013; GONIK; MISHIN;
ZIMNYAKOQV, 2002; ZAKHAROQV et al., 2009), em materiais ndo biolégicos
(ZDUNEK et al., 2014), vigor de sementes (FRACAROLLI et al., 2010) e

outros.
2.2.1.1 Interagdo luz-matéria
A luz possui a capacidade de interagir com a matéria podendo ser

refletida, espalhada, absorvida e reirradiada. A interacdo da radiacdo laser com

objetos bioldgicos pode ser Util em processos em que baixa intensidade ndo ativa
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0s mecanismos de adaptagdo de um biossistema e ndo afeta a sua homeostase
(RABAL; BRAGA, 2008).

2.3 Métodos de andlise do Biospeckle

A anélise dos padrdes de speckle laser baseia-se no processamento das
imagens com a intencdo de guantificar, seja humericamente ou graficamente, o
nivel de atividade da superficie.

Na analise numérica, o nivel de movimentacao dos dispersores de luz é
quantificado e utilizado para materiais homogéneos, cujo nivel de atividade é o
mesmo ao longo do material. Entre os métodos de analise numérica, destacam-se
0 Momento de Inércia (MI), Diferenca dos Valores Absolutos (ARIZAGA;
TRIVI; RABAL, 1999; CARDOSO; BRAGA, 2014).

As andlises graficas apresentam como resultado imagens compostas pela
distribuicdo da atividade na amostra. Esse tipo de analise é utilizado na
avaliacdo de areas heterogéneas, sendo que as principais técnicas utilizadas sdo
Fujii (FUJII et al., 1985), Diferencas Generalizadas (DG) (ARIZAGA et al.,
2002), Desvio Padrdo (SD) (NOTHDURFT; YAO, 2005; WESTRUP;
MCEVOY, 2013) e outros.

Quando os padrbes de speckle sdo capturados, as analises da qualidade
das imagens capturadas sdo avaliadas por meio dos métodos do Teste de
qualidade, composto pelo método da saturacdo, homogeneidade e contraste
(MOREIRA, 2013).

2.3.1 Histdria temporal do padréo de Speckle

A Histéria Temporal do Padrdo De Speckle, em inglés Time History of

Speckle Pattern (THSP), ocorre quando um objeto € iluminado pela luz coerente
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de um laser, sucessivas imagens do speckle sdo registradas por uma camera ccd.
Cada imagem ¢ digitalizada para 8 bits em niveis de cinza, e somente uma
coluna (a do meio) é utilizada para a criacdo de uma nova pseudoimagem que é
composta pelo conjunto de todas as colunas lado a lado. A nova imagem fornece
uma matriz com m x n valores, em que m representa as linhas ou histérico do
tempo de cada pixel da coluna n vindos de cada padrdo do speckle. A nova
imagem oferece informacGes da evolucdo no tempo do padrdo speckle desejado
ao longo de cada linha (RABAL; BRAGA, 2008).

2.3.2 Matriz de Coocorréncia (MOC)

A matriz de coocorréncia expressa 0 nimero de transicdes de cada pixel
no THSP em relagcdo ao seu vizinho imediato. E calculada pela Equagéo 9,
compondo uma matriz de dimensdes 256x256 pixels representando 2° niveis de

cinza:

Em que N;; sdo os numeros de ocorréncias de um determinado valor de
intensidade do pixel i, que é imediatamente seguido por um valor de intensidade
de pixel j sendo i seguido imediatamente por j. A medida que a amostra
apresenta uma atividade, os valores de intensidade mudam com o tempo e o
namero N da matriz se distancia da diagonal principal deixando a matriz
semelhante a uma nuvem. Quanto mais dispersos os pontos em relacdo a
diagonal principal, maior é a atividade. Na Figura 5, a seguir, ilustra-se uma
MOC (ARIZAGA; TRIVI; RABAL, 1999).
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Figura 5 Matriz de Co-ocorréncia
Fonte: Adaptado de Rabal e Braga (2008).

2.3.3 Momento de Inércia (MI)

Arizaga, Trivi e Rabal (1999) propuseram um método para quantificar a
atividade bioldgica, denominado momento de inércia (M), que indica com que
intensidade ocorreram mudangas na matriz THSP e, geralmente, € utilizada para
caracterizar numericamente os padrdes de speckle. Esse parametro exibe altos
valores quando a amostra apresentar alta atividade e baixos valores em situacdo
contrdria  sem apresentar unidade. Na Equacdo 10, descreve-se,

matematicamente, 0 momento de inércia.
M= > My(i - j)° 10)
ij

Onde Mij é a matriz de coocorréncias. i e j sdo pixels subsequentes.
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A medicdo desses niveis de atividade é importante como forma de
aplicar um sistema de medicdo em que o julgamento deixa de ser subjetivo e
visual e passa a ser representado por valores numéricos que podem ser utilizados

como ferramentas de metrologia e analise (COSTA et al., 2010).
2.3.4 Diferenca dos valores absolutos

A Diferenca dos valores absolutos, em inglés Absolute Value of the
Differences (AVD) é uma variacdo do MI onde o quadrado das diferencas é
substituido pelo valor absoluto, evitando uma amplificacdo das diferencas

(Braga et al., 2011). A equacdo 11 ilustra o método.

AVD = Z{MU- x i —jl} (11)

Onde:

M;; € a matriz de coocorréncia e i e j sdo os pixel subsequentes.

O valor do AVD é obtido de forma que as variagdes de baixa
intensidade de pixel na MOC irdo adicionar valores baixos para o resultado
final, enquanto que variacBes elevadas contribuirdo com valores maiores no
resultado final. Por exemplo, se uma intensidade de um determinado pixel muda
de O (preto) para 255 (branco), este ird adicionar | 0 - 255 | = | - 255 | = 255 no
valor final de AVD. No entanto, se a variacdo foi de 50 a 45, esta ira adicionar
|50 — 45| = 5 para o valor final de AVD. Dessa forma, se o fenbmeno a ser
observado muda seu estado de uma forma dindmica, entdo este sera registrado
como uma variagdo na intensidade pixel. No entanto, se o fenbmeno apresenta
pequenas mudancgas nos padrdes de salpico, o0 AVD ira adicionar menos valor
para quantifica-lo (BRAGA et al., 2011; RABAL; BRAGA, 2008).
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Recentemente, no estudo de Cardoso e Braga (2014), sugeriu-se uma
nova normalizacdo e demonstrou-se que essa normalizacdo apresentou melhores

resultados relacionados as variagGes de intensidade nos padrdes de speckle.

2.3.5 Teste de qualidade

Consiste em um conjunto de testes gque avaliam se a configuracdo
experimental adotada apresenta uma iluminacdo adequada, uma captura de
imagens compativel com a velocidade de mudanca da amostra observada e se a
amostra iluminada apresenta areas homogéneas que permitam analises fora de
regides de transicdo (MOREIRA, 2013).

2.3.5.1 Saturacéo

O teste de saturacdo mostra se 0s pixels estdo acima de um nivel de
intensidade determinado, ou seja, no caso de uma imagem de tons de cinza
(pode assumir cores entre os valores 0-255). Quando um pixel atinge o nivel
256, quer dizer que o pixel encontra-se saturado, sendo que € possivel usar uma

margem inferior a 256 para o julgamento de saturacdo (MOREIRA, 2013).

2.3.5.2 Contraste

O teste de contraste mostra quando uma &rea da imagem de um Unico
speckle possui atividade acima da capacidade de capturar da cAmera. As regides
em que ocorre um borrado na imagem podem resultar em perdas de informagao
(MOREIRA, 2013).
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2.3.5.3 Homogeneidade

O teste de homogeneidade é utilizado para a homogeneidade de uma
area da imagem speckle em relacdo as areas vizinhas. Para calcular a
homogeneidade, utiliza-se o valor do desvio padrdo da atividade bioldgica das
janelas de uma vizinhanga (CARDOSO; BRAGA; RABAL, 2012).

2.3.6 Desvio padréo

O Desvio Padrao, em inglés Standard Deviation (SD), é um método de
saida grafica que apresenta uma comparacgdo entre as imagens do conjunto. O
método seleciona cada pixel da imagem e compara com seus correspondentes no
conjunto e calcula o desvio padrdo. Os valores utilizados sdo baseados na escala
dos tons de cinzas, e os resultados apresentam uma nova imagem em bits com a
distribuicdo da atividade biolégica (NOTHDURFT; YAO, 2005;WESTRUP;
MCEVOY, 2013).

2.3.7 Diferencas Generalizadas (DG)

O método de Diferencas Generalizadas apresenta uma saida grafica e
permite indicar areas que apresentem diferentes niveis de atividades
relacionadas & mudanca do padréo do speckle observado aos moldes do Desvio
Padrdo (SD). Essa metodologia baseia-se em trabalhar a imagem obtida do corpo
iluminado, identificando a intensidade luminosa de cada pixel que a compde,
sendo essa intensidade expressa por I(x,y), em que (X,y) sdo as coordenadas do
pixel. O que se faz, entdo, é realizar uma soma de diferencas de intensidade
entre uma imagem com todas as subsequentes (ARIZAGA; TRIVI; RABAL,
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1999). O resultado serd uma nova imagem e um clareamento dos pixels que

apresentarem mudangas de intensidade, representado pela Equacéo 12.

DGy = z ZIIk ) = I (e, ¥) (12)
kI

Em que:
k- namero da imagem
| — intensidade

X,y —pixels subsequentes.
2.3.8 Fujii

O método de Fujii € comumente utilizado para a analise grafica do
speckle laser dindmico. O método de Fujii et al. (1985) baseia-se no célculo da
visibilidade entre os pixels de imagens obtidas ao longo do tempo. O
procedimento para a constru¢do do método de Fujii ocorre, segundo a Equacéo
13.

Ik(xiy) _Ik+1(x'y) (13)
Ik(xiy) + Ik+1(x'y)

N
Fujiic, ) = Zk_l

Onde N corresponde ao total de imagens gravadas e I (x, y), ao valor da

intensidade na posigdo (x,y) na imagem k.

A partir desse célculo, uma nova imagem é construida, assim, os pixels
de regibes onde ndo houve alteracbes de intensidade ao longo do tempo,
assumem valor nulo no mapa final, enquanto, areas em que os pixels sofreram

grandes alteragdes assumem valores mais altos. Dessa maneira, a imagem
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resultante apresenta pontos claros nas areas de grande atividade e pontos escuros
naquelas de baixa atividade.

A pesquisa para uma maior independéncia dos resultados do biospeckle
laser relacionados ao nivel da luz, foram estudados por Minz e Nirala (2014)
modificando a equacdo de Fujii et al. (1985) (Equagdo 13), apresentando

melhoria da equalizacdo do contraste de diferentes areas em uma imagem.

2.4 Aplicagdes e problemas do biospeckle laser

O biospeckle laser é uma técnica que produz resultados que permitem
aplicacdo nas mais diversas areas e também realiza testes ndo destrutivos. Esse
tipo de técnica é sensivel, com relacdo aos detalhes e relativamente simples de
ser utilizada. Porém, a sensibilidade apesar de ser uma vantagem torna-se um
problema que pode comprometer 0 uso da técnica e dificulta sua padronizagédo
quando a variacdo do nivel de iluminagéo é algo comum.

As pesquisas na area do biospeckle apresentam uma diversificacdo
elevada quando relacionadas aos tipos de materiais bioldgicos (XU et al., 2013).
O estudo de Thilakarathne et al. (2014) foi utilizado como um método
alternativo em tempo real para medir o crescimento de uma cultivar de arroz
japonés como precisdo de 0,1 nm através de sistemas opticos. A luz que emerge
a partir de um laser de He - Ne de comprimento de onda de 632 nm (GLG 5400,
NEC Corporation, Japdo), foi inicialmente passado através de um filtro de
densidade neutro, seguido por um filtro de interferéncia e uma cAmera CCD para
capturar a imagem. A folha da planta é posicionada sobre uma superficie
revestida de algoddo para evitar danos. Na Figura 6, apresenta-se 0 esquematico

proposto no experimento de Thilakarathne et al. (2014).
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Figura 6 Configuracdo de experimento
Fonte: Thilakarathne et al. (2014).

2.4.1 Biospeckle em sementes

Na literatura, encontram-se trés linhas principais de estudos de aplicacdo
do biospeckle em sementes, sendo elas relacionadas com avaliacdo de teor de
agua, diferenciacdo dos niveis de atividade e deteccdo de patdgenos. Tais
estudos trazem importantes informacGes de interacdo do fenémeno,
contribuindo, assim, para o dominio da técnica do biospeckle laser como uma
ferramenta para a analise de qualidade de sementes e avaliacdo de materiais
bioldgicos.

Rodrigues (2007) utilizou o speckle dindmico para avaliar a atividade
metabolica de sementes, utilizando a técnica de entropia ao monitorar a
atividade metabdlica de sementes e observou gue se a entropia final fosse maior
que a entropia inicial, isso também seria visivel através da imagem obtida do
biospeckle do material. J4 o estudo de Nascimento et al. (2007) propuseram
métodos de simulacdo computacional para o fendmeno biospeckle laser

simulando sua aplicacdo em sementes.
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No estudo de Fracarolli et al. (2010), o biospeckle € utilizado para
avaliar a capacidade de germinacdo de sementes da planta Ipé Roxo (Tabebuia
heptaphylla (Vellozo) Toledo). Para quantificar a atividade bioldgica das
sementes, foi utilizado o calculo do Momento de Inércia (MI). Os experimentos
realizados verificaram danos ocasionados por calor, interferéncia do tegumento
nos resultados da atividade bioldgica, diferenciacdo entre sementes germinadas e
ndo germinadas, verificacdo da umidade das sementes com o intuito de encontrar
a melhor meio de interacdo entre a semente e a luz laser e, por fim, avaliar a
atividade das sementes através do envelhecimento acelerado. A disposicdo dos
equipamentos € descrita na Figura 7. O angulo incidente do laser possuiu o valor
de 45 graus e a camera foi posicionada de forma perpendicular em relacdo a

semente.

Computador

o | /
D /" Lente Laser

Figura 7 Setup de experimento
Fonte: Fracarolli et al. (2010).

No experimento referente a interferéncia do tegumento, Fracarolli et al.
(2010) retiraram o tegumento da semente e aplicou-se o biospeckle,variando o
nivel de umidade das sementes. Os valores de atividade bioldgica obtidos foram
a partir do célculo MI. Continuando seus experimentos, Fracarolli et al. (2010)
identificaram a faixa de umidade das sementes em que ocorre a melhor interacéo

entre 0 laser e a semente para obter o biospeckle. Tal experimento ocorreu
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através da iluminacdo de um conjunto de sementes em que cada grupo de
semente possuia um determinado nivel de umidade.

O estudo de Braga et al. (2012) mostra um protocolo para separar
diferentes tecidos no mesmo material utilizando imagens do biospeckle. A
eficacia do protocolo foi verificada em aplicacdo a sementes de milho, nas quais
embrido e endosperma foram separados.

O estudo de Cardoso et al. (2011) identificou mapas de frequéncia para
materiais biol6gicos, a partir de sementes de milho e feijdo. Seus experimentos
comprovaram que a atividade biolégica presente em sementes mortas pode ser a

atividade da agua.

2.4.2 Sementes de café

As sementes de café possuem em seu interior diversos tipos de tecidos.
Essas camadas bioldgicas sdo constituidas por um embrido, endosperma e um
envoltério. Possui o formato plano convexo, eliptico e possui um sulco no
sentido longitudinal na face plana (RENA; MAESTRI, 1986). Dentre os tecidos
qgue compdem a semente de café, o endosperma se destaca, pois representa a
maior parte dos tecidos (RENI et al., 2010). Segundo Shimizu e Mazzafera
(1999), o endosperma é o tecido responsdvel por armazenar os nutrientes
necessarios ao embrido e representa 95% da massa seca da semente. E composto

por proteinas (10 a 14%) e aminoacidos (0,5 a 2%).
2.4.3 Biospeckle em raizes
O cultivo de raizes voltado para estudos e pesquisas, utilizam-se meios

nutritivos capazes de suprir a necessidade de nutrientes da planta. A composicdo

do meio que nutre a planta precisa abranger todos 0s minerais essenciais para a
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nutricdo vegetal. Existem diversos meios de cultura, dentre eles, 0 meio em que
a consisténcia pode ser ajustada com agentes gelificantes, por exemplo, Agar-
Agar, Phytagel®, amido e outros (XU et al., 2013).

O Argar-Agar ¢ um hidrocoléide obtido através de determinadas
espécies de algas marinhas vermelhas, formado por um gel ndo absorvivel, ndo
fermentavel e com importante caracteristica de ser atdxico e transparente.
Geralmente é empregado, na microbiologia, com o intuito de culturas sélidas de
bactérias e também aplicado ao cultivo de raizes. Da mesma maneira, 0
Phytagel® ¢é um gelificante e ndo pode ser absorvido pela planta (MORAISet al.,
2012).

Tanto o Agar-Agar quanto o Phytagel®, por serem materiais
transparentes, possibilitam a aplicacdo de técnicas Opticas, dentre elas o
biospeckle. No estudo de Ribeiro et al. (2014), foram desenvolvidos métodos
para investigar a atividade biospeckle em raizes e para caracterizar a distribuicdo
de sua intensidade em relacdo a resposta ao fenémeno thigmostimuli. No
experimento, as raizes foram cultivadas em gel de Agar-Agar mole inseridas em
tubos, sendo utilizadas aguelas que se encontravam mais proximas a parede do
tubo.

Em abordagem semelhante, o estudo de Braga et al. (2009) investigou o
biospeckle como forma de avaliar tecidos vegetais de raizes cultivadas em gel,
utilizando raizes de Coffea arabica e Eucalyptus grandis. Destacando que a
iluminac&o foi aplicada de modo a evitar reflexos especulares do tubo de vidro.
Os resultados experimentais obtidos mostraram que é possivel utilizar o
biospeckle para fornecer informagdes da atividade bioldgica de tecido vivo em

meio de cultura em substrato de gel.
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2.5 Formagao das imagens do biospeckle laser

O estudo de Zdunek et al. (2014) mostra que a técnica do biospeckle
laser tem sido aplicada em matérias bioldgicas, avaliando a qualidade de cultivos
agricolas, como o crescimento, transporte e ciclose. Também verificando o
envelhecimento e maturacdo, desenvolvimento das plantas e deteccdo de
defeitos e doengas em frutos. Tal estudo evidencia a robustez da técnica para
diversos tipos de tecidos bioldgicos e para a analise de fendmenos variados.

A aplicacdo do biospeckle laser em tecidos bioldgicos cultivados em
material imerso, foi estudada por Braga et al. (2009), Rathnayake et al. (2008) e
Ribeiro et al. (2014). Os estudos avaliam o comportamento raizes cultivadas em
substrato gel transparente em cultura de tecidos e demonstra que é possivel
avaliar os movimentos das particulas dispersoras de luz, entretanto para obter as
imagens do speckle laser dinAmico, passiveis a analises coerentes, € preciso
levar em consideracdo problemas ocasionados pela absorcdo de luz e a
quantidade de informacdo trazidas ao observador (sensor ccd).

Ao utilizar o speckle laser dindmico para avaliar tecidos biol6gicos
imersos, os estudos de Briers et al. (2013), Gonik, Mishin e Zimnyakov (2002) e
Zakharov et al. (2009) demonstram que a técnica é capaz de monitorar
microcirculacdo sanguinea, movimentacdo do fluxo sanguineo e a
movimentagdo das estruturas celulares presentes no sangue e também a
avaliacdo do fluxo sanguineo cerebral de roedores. Esses estudos mostram que
por meio da técnica do biospeckle é possivel estudar o comportamento da
superficie do material analisado e também obter informagdes de estruturas
celulares internas a superficie. No entanto, para a analise correta, os efeitos de
reflexdo da luz precisam ser amenizados de forma que a informacéo trazida tanto
da superficie quanto das estruturas imersas possam representar corretamente a

superficie observada.
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Os estudos mencionados anteriormente mostram que o uso da técnica do
biospeckle laser é capaz de ser aplicado a diversos tipos de tecidos bioldgicos,
entretanto a reflexdo, intensidade e quantidade de informagdes que a luz precisa
transportar até o observador e os efeitos de reflexdo e absorcdo da luz,
influenciam nos resultados do speckle laser dindmico e sdo assuntos de estudos.

Para avaliar a variacdo da intensidade de iluminacdo, o estudo de Xu,
Joenathan e Khorana (1995) realizou a avaliacdo de padrdes de speckle
provenientes de materiais bioldgicos e materiais ndo biol6gicos. Nos
experimentos, foram utilizados diferentes tipos de intensidade da iluminagédo do
laser na obtencdo de imagens do biospeckle laser, variacdo do tamanho dos
grdos de speckle e avaliagdo da penetracdo de luz na superficie. Tais
experimentos levaram a conclusdo de que a imagem do speckle, formada pela
interferéncia entre o feixe de luz e a superficie iluminada, é dependente da
penetracdo da luz no material, mostrando que hd uma relacdo entre a quantidade
de informacdo trazida pela luz que penetra poucos milimetros no material e a
quantidade de informacdo que o observador consegue capturar.

No trabalho de Moreira et al. (2002), foi investigada a transmissdo da
luz laser aplicadas em sementes de feijao com o intuito de conhecer a penetracao
da luz no material bioldgico. Para a realizacdo do estudo, foram obtidas imagens
do biospeckle com variacdo do teor de &gua e as observacbes levaram a
compreender que a profundidade que a luz incidente percorre na semente esta
relacionada a quantidade de agua existente no material, @ medida que a
quantidade de agua aumenta, maior é a penetracdo do laser no material. A agua
torna-se um fator relevante na quantidade de informacdes trazidas pela luz ao
percorrer um material. Mostrando que a luz, ao ser refletida no sentido do
observador contera mais informagdes.

A interacdo entre a luz e o material bioldgico é algo nédo trivial de

interpretacdo, é preciso atentar aos detalhes que podem influenciar a andlise



42

(ZDUNEK et al., 2014). Quando utilizados materiais imersos, por exemplo,
raizes cultivadas in vitro (RIBEIRO et al., 2014) o reflexo produzido tanto pelo
tubo transparente quanto pelo substrato gel do meio de cultura influenciam os
resultados, o que evidencia que a intensidade de luz esta relacionada com a
qualidade da andlise do biospeckle laser.

Esses estudos evidenciam que a técnica do biospeckle laser permite
avaliar o comportamento de tecidos biolégicos, no entanto a andlise dos
materiais é referente a camada superficial.

Quando a analise dos padrdes de speckle laser é uma abordagem
numérica, algumas aplicagfes do speckle laser dindmico utilizam estatistica de
segunda ordem, tal como andlises de autocorrelacdo (XU; JOENATHAN;
KHORANA, 1995; ZDUNEK et al., 2014), ou 0 Momento de Inércia (MI) e sua
variacdo da Diferenca dos Valores Absolutos (AVD) (ARIZAGA; TRIVI;
RABAL, 1999; BRAGA et al., 2011).

No MI e AVD, a analise dos dados tem sido feita por meio de matrizes
de coocorréncia obtidas do histérico do tempo dos padrdes de speckle
(OULAMARA; TRIBILLON; DUVERNOY, 1989). O uso da matriz de
coocorréncias foi proposto por Haralick, Shanmugam e Dinstein (1973), por
meio de series de operacdes de avaliacdo de textura.

Os valores finais do MI e AVD sdo apresentados de acordo com a
distribuicdo dos niveis de cinza dos pontos na matriz de coocorréncia com
relagdo a sua diagonal principal.

As ocorréncias provenientes da diagonal principal sdo influenciadas pelo
quadrado ou operacGes absolutas e as ocorréncias na diagonal ndo sao
adicionadas no resultado, ja que elas ndo representam mudangas entre quadros
consecutivos no histérico de tempo.

Com isso pode ser visto que os resultados baseiam-se fortemente em

medicGes de intensidade que sdo afetadas pelo meio de registro. As cameras
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digitais que utilizam dispositivo de carga acoplada (CCD) em forma matriz ou
dispositivos para a imagem de cena (CMOS), sdo propensas as mesmas
dificuldades. Embora a carga coletada por um elemento CCD seja proporcional a
irradidncia, muitas cameras digitais aplicam um mapeamento nao linear para as
saidas do CCD, antes de serem escritas no meio de armazenamento. Esse
mapeamento ndo linear € utilizado em varios caminhos para imitar a resposta
caracteristica do filme, antecipando respostas ndo lineares no display do
dispositivo, e com frequéncia converte a saida 12bists para 0s conversores
analdgicos digitais dos CCDs para valores em 8bits comumente utilizados para
armazenar as imagens. Como um filme, a ndo linearidade mais significante na
curva de resposta sdo os pontos de saturacdo, onde qualquer pixel com a
irradiancia acima de certo nivel é mapeada para 0 mesmo valor maximo da
imagem.

A pesquisa para uma maior independéncia dos resultados do biospeckle
laser preocupa com o nivel da luz nos exemplos conduzidos pela proposta de
Minz e Nirala (2014) modificando a equacdo de Fuijii et al. (1985), e a ideia de
Zhong et al. (2013) que propuseram uma abordagem de pré-processamento da
imagem, utilizando vetores normais. Ambos os trabalhos tratam da melhoria da
equalizacdo do contraste de diferentes areas em uma imagem, entretanto eles nao

investigaram o resultado numérico.
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3 MATERIAIS E METODOS

Para alcangar os objetivos propostos, os itens a seguir foram divididos
em intensidade de luz para formacdo do biospeckle laser e investigacdo da
intensidade de amostras homogéneas utilizando métodos numéricos.

O desenvolvimento deste trabalho foi realizado no Centro de
Desenvolvimento de Instrumentacdo aplicada a Agropecuaria (CEDIA) em
conjunto com os laboratérios de Cultura de tecidos e de Anélise de Sementes no

departamento de Agronomia da Universidade Federal de Lavras.

3.1 Intensidade de luz para formagao do biospeckle laser

Nesta etapa, foram estudadas a penetracdo da luz na semente, a variacao

da intensidade do laser em sementes e raizes.

3.1.1 Teste de transmitancia

Esta etapa consistiu em investigar a penetracdo e interacdo do laser em
sementes de café para avaliar a capacidade da luzem trazer informacgbes do
embrido. Para esta etapa, as sementes de café utilizadas foram de Coffea arabica
L., cultivar Catuai vermelho. Todas as sementes foram colhidas no estadio
cereja, em seguida despolpadas mecanicamente, desmuciladas (remocdo do
mesocarpo) por fermentacdo em agua e, entdo, os endocarpos (pergaminhos)
retirados manualmente.

As sementes foram colocadas para germinar de acordo com
(CLEMENTE et al., 2011) de forma que o embrido aumentasse sua atividade e

tornasse visivel sem protuberar. Apés avaliar as sementes uma vez por dia
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durante uma semana,verificou-se que,em torno de 6 dias no germinador, as
sementes poderiam ser analisadas como esperado.

Cerca de 10 sementes de café foram utilizadas para testar a penetragdo
do laser na semente em nivel de umidade de 23% b.u (MOREIRA et al., 2002).

As sementes foram seccionadas manualmente com o auxilio de uma
lamina, posicionadas em um anteparo plastico contendo um pequeno orificio,
iluminadas por um laser. As sementes foram cortadas para que fosse possivel
conhecer a interacdo da luz com a camada de tegumento que cobre o embrido.
Um foto-sensor foi utilizado para mensurar a quantidade de luz proveniente da
passagem pela semente. O valor da intensidade da luz obtido foi convertido por
um Multimetro Digital LCD MINIPA configurado na funcdo de voltimetro. O

esquema apresentado na Figura 8 ilustra o teste da transmitancia.

Fotosensor

L]

: «— Semente
'\
Orificio/ Anteparo

Laser
Figura 8 Teste da transmitancia

3.1.2 Variagao de intensidade na semente de café

Inicialmente, foi realizado um método de calibracdo para avaliar o

melhor posicionamento e disposi¢do dos equipamentos responsaveis por obter
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imagens do biospeckle laser. Os equipamentos que compuseram 0 experimento
foram: um laser HeNe vermelho (632 nm) de 10 mW de poténcia, uma mesa
Optica com sistema antivibracdo, um sistema de aquisi¢do de imagens, contendo
uma camera CCD (charged coupled device), montada em um minimicroscopio
com ajuste de foco, um microcomputador, um filtro neutro com variacdo de
intensidade ajustavel manualmente e um fotossensor para medir a variacdo da
intensidade do laser e espelhos Opticos.

Apobs varios testes realizados, 0 modelo esquematico para disposicdo

dos equipamentos € ilustrado na Figura 9.

Computador

Figura9 Disposicdo dos equipamentos experimentais para a captura de
imagens da semente

Definida a configuracdo dos equipamentos, a variacao da intensidade de
luz foi realizada através de um filtro de densidade neutra. Tal filtro permite o
ajuste manual da intensidade. O fotossensor acoplado ao Multimetro Digital
LCD MINIPA foi posicionado ao lado da cAmera para aferir a intensidade de luz
refletida. A intensidade do laser refletida foi capturada pelo fotossensor e
convertida em volts (V) por meio de um voltimetro. A calibracdo do fotossensor
foi realizada em dois passos: 1) aferimento da intensidade de luz sem o uso do

filtro neutro; 2) intensidade de luz mensurada utilizando o filtro neutro.
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Inicialmente, as imagens dos padrdes de speckle foram obtidas a uma
taxa de 8 frames por segundo, totalizando 128 imagens. Em seguida, novas
imagens do biospeckle foram capturadas reduzindo-se a intensidade do laser em
50%. As imagens dos padrdes de speckle foram obtidas a uma taxa de 8 frames
por segundo totalizando 128 imagens.

As imagens foram armazenadas e processadas posteriormente. Os
métodos de processamento aplicados foram: DG, Fujii, Fujii com a variacdo
apresentada por Minz e Nirala (2014), AVD (CARDOSO; BRAGA, 2014) e IM.
A codificacdo das fungdes encontra-se no Anexo I.

A andlise numérica (M1 e AVD) foi realizada avaliando-se a variagao da
atividade no embrido da semente delimitado pelo retdngulo de borda branca

desenhado na Figura 10. A regido de analise foi a mesma para as duas situagdes.

(a) (b)
Figura 10 Imagem com maior intensidade (a) e imagem com menor intensidade

(b)

3.1.3 Variagao de intensidade na raiz de milho

Esta etapa deste trabalho visou investigar a relagdo entre o
posicionamento da raiz com a atividade bioldgica e também se maior ou menor
intensidade de luz contribui positivamente ou negativamente para a formagéo

dos padrdes do biospeckle laser.
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Inicialmente, foram testadas varias disposicdes dos equipamentos e apos
varios testes, o melhor modelo esquematico para a configuracdo dos
equipamentos € ilustrado na Figura 11, a seguir. Nessa configuracdo
experimental, foram utilizados um tubo de ensaio contendo uma planta (milho -
Zea mays) em solugdo de Agar 5, 5 g/L e Phytagel® 1, 8g/L, um laser de diodo
de 660 nm, 50 mW de poténcia alimentado por uma fonte elétrica com
regulagem e leitura precisa da corrente de trabalho, uma lente concava para
expansdo do laser, um sistema de aquisicdo de dados composto por um mini-
microscopio DinoLite acoplado a um microcomputador. As imagens foram

armazenadas e processadas posteriormente.

Laser

CCD

Figura 11 Setup para raizes

Os tubos contendo as raizes foram posicionados na configuracdo
experimental apresentada na Figura 11. Em seguida, a escolha da raiz para a
analise foi baseada no estudo de Ribeiro et al. (2014), selecionando uma raiz
proxima a parede do tubo. Posteriormente, as imagens do biospeckle foram
capturas, variando-se a intensidade do laser, por meio de um potenciémetro com
funcdo de variar a corrente elétrica que alimenta o laser. Para esse experimento,

foi utilizada a Fonte Digital PLD-1 para Diodos Laser.
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Os testes aplicados a variacdo da intensidade do laser foram realizados
utilizando os seguintes valores de corrente, em miliamperes (mA): 53,152;
54,208; 55,568; 56,776; 57,380; 58,136; 59,041; 60,249; 65,232; 70,570;
75,081; 80,181; 85,013; 90,272; 95,432; 100,86; 105,09. O valor inicial da
corrente que alimenta o laser foi estabelecido por meio da ativagdo da camera
CCD. Para cada valor da corrente elétrica, os padrdes de speckle foram obtidos a
uma taxa de 8 frames por segundo, totalizando 128 imagens. Para o
processamento dos padrdes de speckle foram utilizados os métodos AVD e Ml,
selecionando uma regido de interesse na amostra, de tamanho 50x62 pixels.
Pixels aleatdrios e interiores a regido foram utilizados para a analise. Na Figura
12, ilustra-se a regido em que os pixels foram selecionados.

Para gerar saidas graficas, foram utilizados os métodos DG, SD, Fujii,
Fujii com a variacdo apresentada por Minz e Nirala (2014) aplicados a imagem
toda.

Figura 12 Regido de analise numérica

Avaliando a mudanca da posic¢ao da raiz no tubo, o mesmo foi girado em
180 graus e as imagens da mesma raiz foram capturadas seguindo o padrdo da

primeira iluminagdo. Na Figura 13, ilustra-se o experimento.
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Figura 13 Iluminag&o da raiz com giro de 180 graus

As imagens foram processadas utilizando os métodos DG, Fujii, Fujii
com a variacao apresentada por Minz e Nirala (2014), AVD e IM. Na Figura 14,
ilustra-se a regido utilizada para a analise numérica. A codificacdo das funcdes

encontra-se no Anexo A.

Figura 14 Raiz rotacionada 180graus.
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3.2 Influéncia da intensidade de luz em amostras homogéneas

Este trabalho também testou a influéncia da iluminagdo homogénea nos
padrdes do speckle laser dindmico, por meio de analises numéricas.

No MI e no AVD, a analise dos dados tém sido feitas por meio de
matrizes de coocorréncia obtidas do historico do tempo dos padrdes de speckle
(OULAMARA; TRIBILLON; DUVERNOY, 1989). O uso da matriz de
coocorréncias foi proposto por Haralick, Shanmugam e Dinstein (1973) por
meio de séries de operacOes de avaliacdo de textura.

Os valores finais do Ml e do AVD séo apresentados de acordo com a
distribuicdo dos niveis de cinza dos pontos na matriz de coocorréncia com

relacdo a sua diagonal principal definidos pela Equacédo 14 e 15.

=33 ()
My N,
wo=33 (i

Em que, Norm é um constante de normalizacdo do dado, que é a soma

de cada linha do Mij (proveniente da matriz de coocorréncia). Entdo, o
coeficiente do quadrado das diferencas pode ser interpretado como uma
estimativa da probabilidade condicional da transicdo da intensidade de i = j
dado que a primeira ocorréncia foi i. Por fim, o resultado da contribui¢do do
calculo que a linha para o M1 é o principal valor da magnitude (i — j)? dado que
a primeira ocorréncia foi i. A fim de comparar alternativas, essa normalizagdo
ser4 chamada de normalizagéo de linhas locais.

No AVD, a diferenca é a substituicdo da operagdo de quadrado pelo

valor absoluto da diferenca entre i e j.
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Braga et al. (2011) propuseram uma normalizacdo diferente na ordem de
enlace da robustez do procedimento, portanto reduzindo o efeito da variacdo da
intensidade em algumas areas da imagem, tal como, quando iluminado um
objeto redondo ou mesmo um objeto irregular que precisa ter a mesma atividade
em todas as partes da imagem. Vamos chamar essa normalizagdo de
normalizacdo em toda a imagem. Por meio da divisdo, de cada componente
pelo nimero total de ocorréncias, e esse fator peso entre uma estimativa da
probabilidade da diferenca (i — j) independente do valor de i. O Ml e AVD
definido com essa normalizacdo é o principal valor de (i —j)?, ou |i —j|
respectivamente, isto é, a mudanca da intensidade por qualquer valor da primeira
intensidade i.

No MI, as ocorréncias provenientes da diagonal principal sdo
influenciadas pelo quadrado ou operacdo absoluta e ocorréncias na diagonal
principal ndo acrescentam ao resultado ja que ndo representam mudangas entre
consecutivos quadros no historico de tempo.

A avaliacdo da intensidade de luz utilizando as abordagens tradicionais
para analises numéricas do speckle laser dindmico foi utilizado e também testado
algumas novas variacfes em regibes diferenciando as condi¢Ges de iluminacao.
Uma mudanca local na iluminacdo deve ser consequéncia do resultado fornecido
pela linearidade que o sensor CCD pode assumir.

As equagdes 16 e 17 apresentam o MI e AVD, utilizando o conceito
adotado por Fujii et al. (1985), incluindo o denominador na diferenga
fornecendo o peso e pretendendo obter uma medida independente de cada

unidade de iluminacéo.

vewit =33 (o) 7 a0
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NewAVD Z Z (Norm) li ;jl a0

Utilizando essas expressdes, os fatores de atenuacdo se anulam.
Uma mudanca adicional, nas Equacgdes 16 e 17, foi analisada e consiste
em utilizar diferentes poténcias nos valores de i e j antes de serem utilizados na

equacdo, ilustrados nas Equactes 18 e 19.

NewIM z z (N orm) — ) 2 19

(l +1p)

em que i, € i elevado a poténcia 0,3. E j,, € j elevado a poténcia adotada (0,1;

0,2;0,3;0,4;0,5;0,6;0,7;0,8; 0,9 e 1).

NewAVD z z ( ) |l,” _],”l (19)
Norm/ i, + j,

em que i, € i elevado a poténcia 0,3. E j, € j elevado a poténcia adotada (0,1;

0,2;0,3; 0,4;0,5;0,6;0,7;0,8; 0,9 e 1).

3.2.1 Dados do speckle dindmico provenientes de amostras de secagem de

tinta

Dados de secagem de tinta foram testados, onde a quantidade de luz
iluminando a superficie foi diferente como é mostrado na Figura 15.
Uma placa de vidro coberta com tinta durante o processo de secagem foi

iluminada por um laser e imagens speckle foram capturadas e processadas
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posteriormente. Um filtro de densidade neutra (D=0.5) foi introduzido para
cobrir uma parte da regido iluminada. Dessa maneira, ambas as partes, sofrem a
mesma dindmica do processo, devendo conduzir a medidas similares, mas sob
diferentes iluminagBes. O histérico de padrdes de speckle no tempo foi
construido em 11 momentos de tempo de secagem (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 75,
105, 120, 150 minutos).

L=

Computer
CCD
Camera
Neutral \
density filter B am ple

Figura 15 Configuracdo experimental de aquisicdo de dados com um filtro de
densidade neutra criando uma area escura no padrdo de speckle com
uma lamina de com tinta secando

3.2.2 Andlise do dado

As &reas com a mesma atividade, mas com diferente iluminag&o,
ilustradas na Figura 15, foram analisadas, separadamente, de forma combinada.
As andlises das areas separadas consideraram o THSP construido, como
ilustrado na Figura 16 de cada passo da secagem, e as saidas numéricas foram
relatadas para diferentes normalizagcbes. A normalizacdo de linhas locais
(ARIZAGA; TRIVI; RABAL, 1999) e a normalizacdo da imagem toda

(BRAGA et al., 2011) foram testadas com e sem as mudancas propostas pelas
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Equacdes 16 e 17. O teste foi também realizado com a mudanga proposta nas
Equacdes 18 e 19, considerando a poténcia nos elementos associados para todas

as normalizacGes testadas anteriormente.

Coluna de Pixels

Figura 16 Criagdo de dois historicos de tempo dos padroes de speckle (THSP)
utilizando uma coluna da area escura e uma coluna da area clara

As segundas abordagens com as combinagdes foram feitas escolhendo
linhas provenientes da area escura e introduzindo-as na area clara (Figura 17),
comegando com uma linha até 100 linhas, e um indice de erro foi criado para

comparar as abordagens. O erro é apresentado na Equacéo 20
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Mlrysp claro (20)
MITHSP misturado

erro=1-—

em que 0 IMrysp ciaro O Valor do MI aplicado ao THSP quando a luz néo foi
reduzida pelo filtro, € 0 IMrysp misturado  Valor do Momento de Inércia aplicado
ao THSP linhas claras associadas ao acréscimo de linhas entre 1 e 100, similar a

Figura 17.

Tempo N Tempo

v

100 linhas

THSP drea clara

Pixels
Pixels

THSF area escura

100 linha

THEF drea escura

THSF areaclara

Figura 17 Composicdo da imagem construida utilizando linhas do THSP de area
escura e area clara

Andlises adicionais dos resultados foram conduzidas com o intuito de
avaliacdo de cada coluna no tempo da Figura 17 e respostas para diferentes
abordagens testadas neste trabalho. A anélise e comparagéo foram realizadas nas
areas clara e escura, incluindo a regido de transicdo com a média e desvio padrdo
para avaliar a diferenca entre elas.

As funcles utilizadas para o processamento das imagens THSP

encontram-se no Anexo C.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultado do teste de transmitancia

O teste de penetracdo da luz na semente de café, foi realizado avaliando
a semente inteira e a semente seccionada ao meio. Os dados da Tabela 1
mostram que no caso em que a semente encontrava-se inteira, com espessura de
4,379 mm, o valor da intensidade de luz medido pela foto sensor foi de 0,956V.
Quando as sementes foram cortadas ao meio (Figura 19 (b)), com espessura
média de 2,237 mm, o valor da intensidade de luz medido foi de 7,079V. Esses
dados demonstraram que a penetracdo da luz é ndo linear nas sementes de café,
assim como Botega et al. (2009) apresentaram em seus estudos para sementes de

feijao.

Tabela 1 Resultados do teste de penetracdo da luz

Semente de café inteira Semente cortada ao meio
Parametros i i
Média Desvio Média Desvio
Padrao Padrao
Espessura do corte 4,379 0,222 2,237 0,197
(mm)
Valor medido da
intensidade de luz 0,956 0,557 7,079 2,441
(V)

Para obter informagdes provenientes da superficie é preciso considerar o
material bioldgico que esta sobre a superficie a ser avaliada e considerar também
a influéncia do meio na analise. Para avaliar o comportamento do embrido na
semente de café, a fina camada de tegumento que recobre o embrido, precisa ser

considerada ao se realizar a calibracdo da intensidade do laser. Para ser possivel
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ativar o sensor CCD e também ponderar para que o laser ndo influencie na
amostra (BOTEGA et al., 2009; FRACAROLLI et al., 2010).

4.2 Variacdo de intensidade na semente de café

A variacdo da intensidade do laser ao capturar as imagens do biospeckle

utilizando como material de analise sementes de café, é vista na Figura 18, cujo

histograma da imagem mais escura e a mais clara apresentam-se diferentes.

4000
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2000

1000

o

o

&0 100 180 200 280

(b)

Figura 18 Imagem e histograma da imagem com maior intensidade (a) e

imagem com menor intensidade (b)

A diferenca entre o histograma de cada imagem revela que a Figura 18

(@) possui maior quantidade de pixel claros e a Figura 18 (b) apresenta o

histograma com maior quantidade de pixel escuros. Na Figura 19, realiza-se a
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sobreposicdo do histograma das duas imagens, possibilitando a melhor
visualizacdo da diferenca do nivel de intensidade entre a imagem mais clara e a

mais escura.
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Figura 19 Sobreposicdo dos histogramas das imagens de maior intensidade e
menor intensidade

Na Figura 19, definida anteriormente, permite compreender as diferentes
intensidades do laser para a semente de café. O que torna possivel avaliar o
comportamento dos métodos graficos e numéricos em situacdes adversas de
iluminac&o.

Os valores numéricos do indice da atividade do embrido da semente,
foram obtidos, por meio das técnicas M1 e AVD e mostraram que houve redugédo
do valor da atividade na semente que recebeu menor intensidade de luz, tal

situacdo € ilustrada na Tabela 2.



Tabela 2 Resultados do Ml e AVD
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Maior Menor Redugéio da
Parametros Intensidade do Intensidade do L.
atividade (%)
laser laser
MI Arizaga 403020 159580 60
MI Cardoso 933,4089 461,2268 51
AVD Arizaga 7367,9 4083,4 45
AVD Cardoso 24,0117 16,875 30
Intensidade medida 1,44V 0,74V 49

Na Tabela 2, é possivel observar que a intensidade de luz medida

reduziu 49%, sendo que intensidades de luz diferentes produziram saida

numeéricas diferentes para uma mesma amostra.

Observando as saidas graficas, Figura 20, hd uma regido de maior

concentracdo dos pixels vermelhos, area do embrido, retdngulo de bordas

brancas.
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(d) (h)
Figura 20 Saidas gréficas da imagem com maior intensidade Sd (a) Fujji (b)
Fujii (MINZ; NIRALA, 2014) (c) DG(d). Saidas graficas da imagem
com menor intensidade Sd (e) Fujji (f) Fujii (MINZ; NIRALA, 2014)
(9) DG(h)
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Na Figura 23, a atividade biolégica medida pelos métodos graficos é
mais intensa (pontos vermelhos) na regido do embrido e também na imagem
com maior intensidade. No caso do método Fujii (MINZ; NIRALA, 2014) (g),
houve um aumento da atividade medida na imagem com intensidade menor. Tal
fato é decorrente da capacidade do método utilizado por Minz e Nirala (2014)
apresentar melhoria da equalizacdo do contraste de diferentes areas da imagem.

Em acordo com o estudo de Xu, Joenathan e Khorana (1995), os
resultados da analise dos padrdes de speckle sdo dependentes da quantidade de
luz que penetra na amostra e retorna informagdes para o sensor CCD. A medida
que se reduz a quantidade de luz menos informacdo é mostrada. (Tabela 2 e
Figura 20).

4.3 Variacdo de intensidade na raiz de milho
Nos Quadros 1 e 2, apresenta-se a faixa de variacdo da intensidade

utilizando raizes cultivadas em Phytagel®. Resultados adicionais utilizando

Agar podem ser visualizados no ANEXO B.
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53,152mA

54,208 mA

55,568 mA

56,776 mA

57,380 mA

58,136 mA

59,041 mA

60,097 mA

65,231 mA

70,219 mA

75,047 mA

80,181 mA

85,013 mA

90,139 mA

95,432 mA

100,26 mA

105,09 mA

Quadro 1 Variacao de intensidade com a raiz préxima a parede do tubo (0 grau)
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53,152 mA

54,208 mA

55,568 mA

56,776 mA

57,380 mA

58,136 mA

59,041 mA

60,097 mA

65,231 mA

70,219 mA

75,047 mA

80,181 mA

85,013 mA

90,139 mA

95,432 mA

100,26 mA

105,09 mA

Quadro 2 Variagdo de intensidade com a raiz proxima a parede do tubo (180
graus)

Nos Quadros 1 e 2, os padrdes de speckle sdo mostrados evidenciando a

variacdo da intensidade do laser nas amostras. No Quadro 1, a raiz encontra-se

préxima a parede do tubo e no Quadro 2 o tubo recebeu um giro de 180 graus

(Figura 13).

Na Figura 21, ilustra-se o valor da atividade dos dispersores de luz

obtidos pelos métodos numéricos, respeitando as regides definidas pelas Figuras

12 e 14.
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Valor da atividade
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Figura 21 Saidas numéricas da raiz préxima ao tubo (a) e raiz com giro de

180graus (b)

Na Figura 21 (a), observa-se no momento em que a intensidade do laser
é baixa, entre o intervalo 53,152 mA e 60,097mA, o valor da atividade também é
baixo. No entanto, a medida que a mesma amostra recebe mais intensidade do

laser o valor da atividade medida aumenta até chegar ao ponto maximo, tal fato
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é observado entre os intervalos 60,097mA a 75,047mA. A partir de 80,181mA,
os valores de atividade comegam a diminuir e entre o intervalo de 85,013 a
105,09, o valor da atividade fica estavel. Esta estabilidade pode ser explicada
pelo fato do padrdo de speckle ficar com a iluminacdo tdo intensa a ponto de
saturar o sensor CCD. Para a Figura 21 (b) os valores de atividade medidos pelo
teste numérico seguem o mesmo padrdo mostrado na Figura 21 (a), apresentando
apenas ligeiro deslocamento para a esquerda, em razdo de o vidro do tubo
funcionar como uma lente cilindrica, concentrando os raios de luz provenientes
do laser.

No Quadro 3, ilustra-se 0 mapa de saturacdo dos padrdes de speckle.

53,152 mA | 54,208 mA | 55,568 mA | 56,776 mA | 57,380 mA | 58,136 mA

59,041 mA | 60,097 mA | 65,231 mA 80,181 mA

85,013 mA | 90,139 mA | 95,432 mA | 100,26 mA | 105,09 mA
Quadro 3 Saturacdo da raiz proxima ao tubo (0 grau)
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A partir da intensidade do laser com o valor de corrente 70,047mA o

teste de saturagdo comeca a indicar regides de saturacdo (Quadro 3). O mesmo

caso ocorre para a raiz cujo tubo foi rotacionado 180 graus (Quadro 4).

53,152 mA

54,208 mA

55,568 mA

56,776 mA

57,380 mA

58,136 mA

65,231 mA

70,219 mA

80,181 mA

85,013 mA

90,139 mA

95,432 mA

100,26 mA

105,09 mA

Quadro 4 Saturagéo da raiz com giro de 180 graus

No Quadro 5, as saidas gréaficas, provenientes da iluminagdo da raiz, séo

apresentadas. A primeira coluna apresenta a corrente elétrica utilizada para

alimentar o laser. Os padrBes de speckle foram analisados utilizando os métodos
Fujii, Fujii (MINZ; NIRALA, 2014), DG e SD.



Valor da
corrente Fujii Fujii Nirala
(mA)

53,152

54,208

55,568

56,776

———

]
1
1
1

Quadro 5 Saidas graficas dos métodos Fujii, Fujii (MINZ; NIRALA, 2014),
DG, SD

(...continua...)
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“Quadro 5, continuagdo”

57,380

58,136

59,041

60,097

65,231




“Quadro 5, continuagdo”

70,219

75,047

80,181

85,013

90,139

70
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“Quadro 5, conclusao”

95,432

100,26

105,09

No Quadro 5, a atividade dos dispersores de luz é visualizada através
dos pontos vermelhos. Quanto maior a quantidade de pontos vermelhos maior
sera a atividade da amostra. Por outro lado, a cor azul indica que a
movimentagdo dos dispersores é menor, consequentemente, sugerindo nivel de
atividade menor. Observando os resultados € possivel notar que as saidas
graficas apresentam baixa atividade quando a iluminacdo é baixa e também
guando a intensidade do laser esta alta. Na regido em que a corrente do laser foi
posicionada entre 70,219mA e 75,047mA, o0s pontos com maior atividade

(vermelho) podem ser observados.
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4.4 Investigacgdo da intensidade em método numérico

Os resultados, a seguir, sdo referentes a investigacdo da variacdo de
intensidade em relacdo a uma amostra contendo atividade homogénea em toda a

superficie.

4.4.1 Resultados da secagem de tinta com duas faixas diferentes ndo

conectadas no THSP

Na Figura 22(a) e Figura 22(b) mostra-se que os resultados de diferentes
normalizagBes (normalizagdo de linhas locais e normalizagdo na imagem toda)
nos métodos AVD e IM aplicados em diferentes areas da secagem de tinta
separadamente (como obtida na Figura 17), onde o rotulo 1 significa a area clara
e o rétulo 2 significa area escura. O resultado foi parametrizado para ajusta-los
com a mesma escala, portanto o primeiro ponto, associado ao tempo zero, é
sempre 1, portanto a variacdo entre eles é observada nos proximos pontos. O
mesmo foi utilizado para a normalizacdo proposta (EquacBes 18 e 19) e
representados nas Figuras 23(a) e 23(b).

Uma vez que duas diferentes areas foram analisadas sem alguma
informacdo sobre a outra, o resultado parece razoavel desde que é dificil criar
um procedimento completamente independente do nivel de iluminacdo sem
qualquer referéncia. Um estado de referéncia da iluminacdo para calibracdo é
assim requerido e deve ser o foco de novas pesquisas.

A utilizacdo da normalizacéo proposta (Equacdes 18 e 19) representam o
fendmeno com o0 mesmo comportamento onde uma clara melhora nas saidas ndo
sdo observadas. O melhoramento esperado seria a reducdo do offset entre as
saidas, isto é, a linha pontilhada proxima a linha tracejada, e a linha continua

préxima & linha continua em negrito. No entanto, pode-se concluir que a adigao
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do esfor¢o proporcionado pelas Equacdes 18 e 19 ndo sdo necessarias a primeira

vista.
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Figura 22 Comparacdo do (a) IM e (b) AVD com a normalizacdo de linha local
e normalizacdo da imagem toda

Na Figura 22, os pontos e linha tracejada - (ARIZAGA; TRIVI;
RABAL, 1999) representam IM e AVD com a normalizagdo de linha local e
normalizacdo da imagem toda é representada por linhas continuas (BRAGA et
al., 2011) em areas 1 e 2 separadamente, respectivamente representando a clara
— pontos e linhas continuas — e escura — tracejada e linha continua em negrito -

porcdo de uma iluminacéo de secagem de tinta pelo laser.
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Figura 23 Comparacdo das mudancas propostas no (a) IM e (b) AVD com a
normalizacdo de linha local e normalizacdo da imagem toda

Na Figura 23, pontos e as linhas tracejadas representam a normalizacdo
de linha local (ARIZAGA; TRIVI; RABAL, 1999) e normalizacdo da imagem
toda € representada por linhas continuas (BRAGA et al., 2011) em areas 1 e 2
separadamente, respectivamente representando regides clara e escura de uma

iluminacdo de secagem de tinta pelo laser.

4.4.2 Resultados das areas combinadas no THSP

O IM e AVD em areas conectadas, que significa a insercdo de linhas
escuras no THSP claro (Figura 16) sdo apresentados nas Figuras 24 e 25 com a

adocdo da normalizagdo tradicional (Linha local e normalizacdo da imagem
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todo) e da normalizacdo proposta (Equacbes 18 e 19). Foram inseridas 100
linhas escuras em cima das 100 primeiras linhas do THSP 512 linhas. Enquanto
que a analise de areas separadas (escura e clara) observadas nas Figuras 22 e 23
sdo relevantes para garantir o mesmo resultado sobre iluminacGes distintas do
mesmo material, o resultado representado nas Figuras 24 e 25 sdo mais comuns

em amostras onde a luz é ndo homogénea.
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Figura 24 Comparacéo de (a) IM e (b) AVD
Na Figura 24, IM e AVD com a normalizagdo de linha local - pontos e
linha tracejada - (ARIZAGA; TRIVI; RABAL, 1999) e normalizacdo da
imagem toda — linhas continuas (BRAGA et al., 2011) no THSP combinado,

onde o THSP claro sem nenhuma combinacéo foi representado pelo pontos e

linhas continuas e a combinacdo de 100 linhas escuras sobre as 100 primeiras
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linhas do THSP claro foi representado pela linha tracejada e linha continua em
negrito da secagem de tinta iluminada pelo laser.

Na Figura 24, é possivel observar que a faixa com 100 linhas escuras
inseridas no THSP claro ndo apresenta diferencas visiveis quando IM e AVD
sdo aplicados utilizando as normalizagbes conhecidas (ARIZAGA; TRIVI,
RABAL, 1999; BRAGA et al., 2011). Esse foi um importante resultado, ja que
as aplicacBes do speckle laser dinamico em amostras homogéneas (isto &, elas
deveriam ter a mesma atividade) apresentaram o mesmo resultado comparando
um THSP com ou sem éarea escura. Essa ocorréncia € comum em muitas
aplicacOes de material biol6gico como sementes, frutos, kefir, raizes, etc e elas
sdo relacionadas a grande irregularidade da superficie ou seu formato esférico.

A normalizagdo proposta foi também testada em &reas combinadas e os
resultados sdo apresentados na Figura 25. A resposta da normalizacdo proposta
mostrou-se capaz de seguir o fendbmeno, entretanto com mais ondulag6es,
principalmente quando a Normalizacdo de linha local (ARIZAGA; TRIVI;
RABAL, 1999) foi adotada.
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Figura 25 Comparacdo das mudangas propostas no (a) IM e (b) AVD

Na Figura 25, Ml e AVD com a normalizacdo de linha local - pontos e
linha tracejada - (ARIZAGA; TRIVI; RABAL, 1999) e normalizacdo da
imagem toda — linhas continuas (BRAGA et al., 2011) no THSP combinado,
onde o THSP claro sem nenhuma combinacéo foi representado pelo pontos e
linhas continuas e a combinacdo de 100 linhas escuras sobre as 100 primeiras
linhas do THSP claro foi representado pela linha tracejada e linha continua em
negrito da secagem de tinta iluminada pelo laser.

O resultado utilizando a poténcia de 0,3 (Equagbes 18 e 19) sdo
apresentados nas Figuras 26 e 27, com as mesmas saidas observadas nas
abordagens anteriores. A abordagem utilizando MI e AVD com a normalizagao

de linha local baseada na normalizagdo proposta associada a poténcia 0,3
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apresentou-se com mais ondulacGes que as demais. A ondulacdo ocorre quando
a atividade é estavel, por conseguinte, a normalizacdo proposta (Figura 23 (a) e
(b) e a Figura 25 (a) e (b)) é mais sensivel ao ruido apresentando nas regides ja
estabilizadas, o que ndo pode ser considerado uma desvantagem da técnica
proposta, uma vez que as principais aplicacOes estdo preocupadas com a
transicdo de um estado de atividade para outro. Assim, desde o tempo zero até
30 minutos, quando o processo de secagem de pintura mostrou-se estavel a
normalizacdo proposta, bem como a poténcia introduzida nas equagdes poderia
seguir o fendmeno da mesma forma que os métodos tradicionais.

Testes adicionais foram realizadas a fim de avaliar em detalhe o efeito
de variacdo da luz nos resultados do speckle laser dindmico, em relagdo ao
deslocamento observado bem como as varia¢cdes ao longo do tempo. Os testes
adicionais foram realizados de duas formas: criando um indice de erro em
relacdo a insercdo de linhas, entre 1 a 100, escuras em um THSP claro e
comparando cada linha da Figura 17 analisados pelos métodos testados.

Outras poténcias foram testadas de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8;
0,9 e 1, no entanto a poténcia 0,3 pode ser considerada um bom exemplo
utilizando essa alternativa. Mais comparacdes entre as poténcias serdo

apresentadas como uma alternativa.
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Original Normalization with power 0.3
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Figura 26 Comparacdo da tradicional (a) Normalizacdo de linha local e (b)
Normalizacdo de toda imagem associada ao Ml e AVD

Activity value

Na Figura 26, o THSP com (a) apenas linhas claras — pontos e linhas
tracejadas — e com a combinacgdo de 100 linhas escuras introduzidas no THSP

claro — linhas continuas — de uma secagem de tinta iluminada pelo laser
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New Normalization with power 0.3
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Figura 27 Comparacdo da normalizacdo proposta associada a (a) Normalizacdo
de linha local e (b) Normalizacdo de toda imagem associada ao Ml e
AVD

Na Figura 27, o THSP com apenas linhas claras — pontos e linhas
tracejadas — e com a combinac¢do de 100 linhas escuras introduzidas no THSP

claro — linhas continuas — de uma secagem de tinta iluminada pelo laser.

4.4.3 Testes adicionais — inserindo linhas escuras em um THSP claro

Na Figura 28, apresentam-se os erros (Equacdo 20) relacionado a
inclusdo gradual de linhas escuras parte superior do THSP com linhas claras,
ambos relacionados com o mesmo fendmeno do speckle laser dinamico de

secagem de tinta.
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Os erros foram divulgados primeiro para a normalizacdo de linha local
adotada para IM e AVD. Os erros eram pequenos, ndo mais do que 2,5%, e
aumentaram em relacdo ao nimero de linhas inserido, além disso, é possivel

observar alguns saltos na tendéncia, que devem ser analisadas em detalhes.
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Figura 28 Erro do IM e AVD com diferentes normalizacfes relatado para uma
area clara do THSP da pintura no minuto zero com a inclusdo de
linhas provenientes da area escura

Uma explicacdo para os saltos esta ligada a Normalizacdo de linha local
que pode variar de acordo com a maneira em gue as matrizes de coocorréncia
sdo formadas (CARDOSO; BRAGA, 2014). Pode ser provado pela estabilidade
observada na Figura 34 quando a Normalizacdo da imagem toda foi adotada.

Na Figura 29, apresentam-se os erros relatados da inclusdo gradual de
linhas escuras no THSP com linhas claras, ambos relatados com o mesmo
fendbmeno do speckle laser dindmico, nesse caso, utilizando a normalizagdo na
imagem toda (CARDOSO; BRAGA, 2014). Em contraste com a normalizacéo
de linha local (ARIZAGA; TRIVI; RABAL, 1999), a Normalizacdo da imagem
toda associada as mudancas propostas neste trabalho apresentaram melhores
resultados (linha em negrito). Os erros se comportaram da mesma maneira em

outros instantes da secagem de tinta.
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Error of (THSP Light)/ (THSP Light with n lines dark)
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Figura 29 As analises dos erros (relacdo de um THSP de area clara por um
THSP de area escura com n linha do THSP escuro) no minuto zero
com incremento continuo de linha escuras sobre as linhas claras no
THSP

Os erros, considerando a insercdo de linhas como nos resultados das
Figuras 28 e 29 quando a poténcia 0,3 foi utilizada (EquacBes 18 e 19),
apresentaram as mesmas saidas. Na Figura 30, apresentam-se 0s erros quando a
poténcia é incluida nas normalizacdes tradicionais e na proposta.

Podemos observar que os métodos tradicionais sdo relativamente
independentes da iluminacdo ndo homogénea nas superficies analisadas pelo
speckle laser dindmico, entretanto, a independéncia pode ser melhorada, por
meio de alguns ajustes como o0 uso de um denominador nas equagOes

tradicionais.
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Error of (THSP Light)/ (THSP Light with n lines dark)
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Figura 30 Erros do IM(a) e AVD(b) com diferentes normalizacGes relacionadas
a uma area clara de THSP da tinta no minuto zero com a inclusdo de
linhas da area escura e elevado a 0,3

4.4.4 Teste adicional — comparando cada coluna da amostra

Na Figura 31, o Ml e AVD do THSPs, formados por cada coluna dos
padrdes de speckle (Figura 16), sdo apresentados, e sdo mostradas as saidas na
area clara e escura de um THSP ao longo do tempo. Na Figura 31, os métodos
tradicionais AVD e MI utilizando a Normalizacdo de linhas locais e a
Normalizacdo da imagem toda é mostrada e € claro que o nivel de iluminacéo
direciona os resultados com os valores médios da porcdo escura diferente da
regido clara. Cada ponto no grafico representa um valor de Ml e AVD para uma

coluna expressada pelo eixo X, no tempo e seu respectivo nivel de atividade no
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eixo y. A maior variagdo da normalizacdo de linha local foi esperada e confirma

0 aprimoramento proporcionado pela normalizacdo da linha toda (CARDOSO;

BRAGA, 2014) apesar do offset observado.
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Figura 31 Analise de cada coluna de um THSP com uma é&rea clara e uma

escura utilizando MI e AVD com a Normalizacdo de linha local e
Normalizacdo da imagem toda

Na Figura 32, observa-se a reducdo das diferencas entre os valores

médios medidos pelos métodos MI e AVD, tanto do lado esquerdo (THSP claro)

quanto do lado direito (THSP escuro). Neste caso, foi utilizada a normalizagédo

proposta (Equagdes 16 e 17). Com a nova normalizagdo é possivel observar

menor diferenga entre regides que receberam diferentes intensidades de luz.
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Figura 32 Analise de cada coluna de um THSP com uma area clara e uma
escura utilizando MI e AVD com a Normalizagdo de linha local e
Normalizacdo da imagem toda associada a normalizacdo proposta

Na Figura 32, os valores médios das areas escura (direita) e clara

(esquerda) considerando as colunas 231 a 254 (transicdo) e o desvio padrdo é

apresentado separadamente

A mesma comparacdo do Ml e AVD com variacdes foram conduzidas

utilizando a poténcia 0,3 (Equagdes 18 e 19), no instante zero sdo apresentadas

na Figura 33.
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Figura 33 Analise de cada coluna de um THSP com uma éarea clara e uma
escura utilizando Ml e AVD com a Normalizacdo de linha local e
Normalizacdo da imagem toda utilizando poténcia 0,3

Na Figura 33, os valores médios da &rea escura (direita) e clara
(esquerda) considerando as colunas 231 a 254 (transi¢do) e o desvio padrdo é

apresentado separadamente.
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Figura 34 Analise de cada coluna de um THSP com uma éarea clara e uma
escura utilizando Ml e AVD com a Normalizagdo de linha local e
Normalizacdo da imagem toda associada a normalizacdo proposta e
poténcia 0,3

Andlise de cada coluna de um THSP com uma &rea clara e uma escura
utilizando Ml e AVD com a Normaliza¢do de linha local e Normalizacdo da
imagem toda associada a normalizacdo proposta e poténcia 0,3.

Nas Figuras entre 31 e 34, apresenta-se o valor médio do Ml e AVD,
utilizando todas as abordagens testadas, bem como o desvio padrdo dos valores
em cada lado do ponto de transicio (colunas 231 — 254). E claro que 0s passos
apresentados pelos métodos tradicionais (Figura 34) sdo predominantes.
Também é observado que a adogdo da Normalizacdo na imagem toda apresenta
saidas com menos variacdo como esperado (CARDOSO; BRAGA, 2014).

Na Tabela 3, é possivel ver a porcentagem da diferenca entre os valores
médios de cada lado do ponto de transi¢do (coluna 231 - 254), usando 0s

métodos em cada coluna com e sem 0 expoente, neste caso, o expoente 0,3.
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Tabela 3 Normalizacdo de linha local. Normalizacdo da imagem toda e
normalizagcdo proposta com a porcentagem de diferenca entre os
resultados nos lados claros (esquerda) a escuro (direita) das colunas
de transicdo 231-254 do THSP

Porcentagem da diferenca entre o resultado nos lados claro e escura do THSP %

Normalizacio Normalizacio
Tradicional Proposta
MI normalizagéo de linha local 23.9 4.8
AVD normalizacéo de linha local 19.0 3.1
IM Normalizagdo na imagem toda 53.2 3.3
AVD Normalizag¢do na imagem toda 25.3 19

Os resultados apresentados, na Tabela 3, mostram as saidas relacionadas
apenas no instante zero ap6s a pintura e utilizando a poténcia igual a 1. Outros
instantes e poténcias foram testadas e os resultados mostraram que a melhor
abordagem é o AVD, utilizando a Normalizacdo de linha local associada a
normalizacdo proposta e utilizar o expoente. Adicionalmente, a adocdo de
poténcias ndo melhora os resultados observados em poténcias iguais a 1, isto &,
sem poténcia, particularmente quando o AVD foi utilizado associado a
normalizacdo proposta (introducao de um denominador).

A porcentagem da diferenca entre os resultados nos lados claros e
escuros utilizando a poténcia € apresentada na Figura 35(a), todos eles relataram
zero no instante zero ap6s a secagem. E possivel observar que as abordagens
relatadas para a normalizacdo proposta mostraram os melhores resultados sem o
uso da poténcia, apesar de testes adicionais utilizando as poténcias (0,1; 0,2; 0,3;
0;4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 e 1) ndo comprometem os resultados. Embora, nos
métodos tradicionais, quando utilizada a menor poténcia (0,1) os resultados
mostraram melhorias, isto €, as diferencas entre os lados tendem a ser menores.

Na Figura 38(b), apresenta-se a evolugdo da diferenca de porcentagem

considerando as poténcias e o tempo de secagem igual a 30 minutos. Nesse
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ponto, o processo de secagem apresentou estabilidade, visto nas Figuras 27 e 28,
e os resultados sdo diferentes do instante zero. O melhor resultado pode ser
atribuido utilizando o AVD com Normalizagdo de linhas locais associado a
poténcia 1 e com a normalizacdo proposta, apesar de prover variacdo pela
adocdo da Normalizacdo da imagem toda.

Portanto, podemos escolher o AVD utilizando a Normalizagdo associada
a poténcia 1, no entanto, se considerar apenas analises quando as atividades ndo
estabilizaram, é possivel também considerar o uso do AVD utilizando a
normalizacdo da imagem toda, desde que as saidas sejam mais estaveis e com
variagdo reduzida.

O melhor das poténcias poderia prover que a poténcia 1, isto é a
auséncia da poténcia como uma alternativa pode ser util, no entanto, é possivel
associar o peso do denominador sem a ado¢do de poténcia, que certamente reduz
o0 tempo de computacdo (MINZ; NIRALA, 2014).

O uso de mais de uma saida pode ser uma alternativa, apesar de 0s
fendmenos biol6gicos serem muito complexos e possuirem grande
peculiaridade, assim oferecendo a oportunidade de uma ligagdo entre as saidas
para um fenbmeno particular.

No entanto, 0 mais importante € o passo nha dire¢do da independéncia de

luz durante a andlise do speckle laser dindmico.
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Figura 35 Evolucdo da diferenca de porcentagem em relacdo ao expoente em
dois tempos de secagem (a) zero e (b) 30 minutos
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5 CONCLUSAO

A intensidade do laser nas analises do biospeckle é importante, no
sentido de influenciar tanto em saidas graficas quanto em saidas numéricas. Os
resultados obtidos, neste trabalho, demonstraram que a variagdo de intensidade
da luz afeta diretamente os resultados provenientes do biospeckle, tanto nas
analises da semente quanto nas andlises da raiz. Portanto a quantidade luz na
amostra precisa ser padronizada para estabelecer igualdade entre os resultados e
permitir a comparacao dos mesmos.

A analise dos padrdes de speckle em raizes, cultivadas em meio a cultura
transparente (Phytagel® e Agar-Agar), demonstrou que a posicio da raiz dentro
do tubo ndo afeta a analise, visto que, os resultados numéricos obtidos pelo
método AVD, utilizando a normaliza¢do proposta por Cardoso e Braga (2014)
foram préximos. Entretanto, a variacdo da intensidade do laser proporcionou
resultados de atividade diferentes para cada valor de corrente elétrica da fonte
que alimenta o laser, o que mostra a dependéncia da iluminacdo para se obter
resultados padronizados do speckle laser dinamico.

Nos testes dos métodos tradicionais, para analisar o speckle laser
dindmico, produzidos a partir de diferentes intensidades do laser, apresentaram
consideraveis resultados, no entanto, quando observado em detalhes pode-se ver
que os metodos propostos podem melhorar a independéncia em relagdo a
iluminag&o. Particularmente, pode-se observar que o método AVD, utilizando a
normalizacdo local associada a um denominador no método tradicional

(normalizagdo proposta) apresentou melhores resultados.



92

REFERENCIAS

ARIZAGA, R. et al. Display of the local activity using dynamical speckle
patterns. Optical Engineering, Redondo Beach, v. 41, n. 2, p. 287-294, June
2002.

ARIZAGA, R.; TRIVI, M.; RABAL, H. J. Speckle time evolution
characterization by the co-occurrence matrix analysis. Optics and Laser
Technology, Surrey, v. 31, n. 2, p. 163-169, Mar. 1999.

BARNES, J. D.; MENDHAM, J.; DENNEY, R. C. Analise quimica
guantitativa. 6. ed. Rio de Janeiro: LTC, 2008. 462 p.

BOTEGA, J. V. L. et al. Avaliacdo da interferéncia do laser no material
bioldgico vivo. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental,
Campina Grande, v. 13, n. 4, p. 483-486, Aug. 2009.

BRAGA, R. A. et al. Biospeckle numerical values over spectral image maps of
activity. Optics Communications, Amsterdam, v. 285, n. 5, p. 553-561, 2012.

BRAGA, R. A. et al. Evaluation of activity through dynamic laser speckle using
the absolute value of the differences. Optics Communication, Amsterdam, v.
284, n. 2, p. 646-650, 2011.

BRAGA, R. A. et al. Live biospeckle laser imaging of root tissues. European
Biophysics Journal, New York, v. 38, n. 5, p. 679-686, July 20009.

BRIERS, D. et al. Laser speckle contrast imaging: theoretical and practical
limitations. Journal of Biomedical Optics, Bellingham, v. 18, n. 6, p. 66018:1-
66018:9, June 2013.

CARDOSO, R. R.; BRAGA, R. A. Enhancement of the robustness on dynamic
speckle laser numerical analysis. Optics Laser in Engineering, New York, v.
63, p. 19-24, Dec. 2014.



93

CARDOSO, R. R.; BRAGA, R. A.; RABAL, H. J. Alternative protocols on
dynamic speckle laser analysis. In: INTERNATIONAL CONFERENCE ON
SPECKLE METROLOGY, 5., 2012, Vigo. Proceedings... Vigo, 2012. p. 1-6.

CARDOSO, R. R. et al. Frequency signature of water activity by biospeckle
laser. Optics Communications, Amsterdam, v. 284, n. 8, p. 2131-2136, 2011.

CLEMENTE, A. C. S. et al. Preparo das sementes de café para avaliacdo da
viabilidade pelo teste de tetrazolio. Revista Brasileira de Sementes, Londrina,
v. 33,n. 1, p. 38-44, 2011.

COSTA, R. M. et al. Técnicas estatisticas aplicadas em imagens do speckle
dindmico. Revista Brasileira de Biomedicina, Sdo Paulo, v. 28, n. 2, p. 27-39,
2010.

DAINTY, J. C. Statistics of normal and anomalous speckle patterns. Journal of
the Optical Society of America, New York, v. 65, n. 10, p. 1190-1190, 1975.

FRACAROLLLI, J. A. et al. Ipe (Tabebuia impetiginosa) seed quality evaluation
by means of laser biospeckle. Selskostopanska Tekhnika, Sofia, v. 47, n. 2, p.
73-78, Jan. 2010.

FUJII, H. et al. Blood flow observed by time-varying laser speckle. Optics
Letters, Washington, v. 10, p. 104-106, 1985.

GONIK, M. M.; MISHIN, A. B.; ZIMNYAKOQV, D. A. Visualization of blood
microcirculation parameters in human tissues by time-integrated dynamic
speckles analysis. Annals of the New York Academy of Sciences, New York,
v. 972, n. 1, p. 1749-6632, Oct. 2002.

HALLIDAY, D.; RESNICK, R.; WALKER, J. Fundamentos de fisica: dptica e
fisica moderna. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2012. 420 p.



94

HARALICK, R. M.; SHANMUGAM, K.; DINSTEIN, I. Textural features for
image classification. IEEE Transactions on Systems, Man and Cybernetic,
New York, v. 3, n. 6, p. 610-621, 1973.

HECHT, E. Optics. 4™ ed. Longman: A. Wesley, 2002. 529 p.

MINZ, P. D.; NIRALA, A. K. Intensity based algorithms for biospeckle
analysis. Optik - International Journal for Light and Electron Optics,
Amsterdam, v. 125, n. 14, p. 3633-3636, July 2014.

MORAIS, T. P. et al. Aplicacdes da cultura de tecidos em plantas medicinais.
Applications of Tissue Culture in Medicinal Plants, Dordrecht, v. 14, n. 1, p.
110-121, Feb. 2012.

MOREIRA, J. Desenvolvimento de uma ferramenta computacional de livre
acesso para o processamento de imagens do speckle laser dindmico. 2013.
153 p. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras, 2013.

MOREIRA, M. F. B. et al. Caracterizacdo da transmissao da luz laser em
semente de feijdo (Phaseolus Vulgaris L.). Revista Brasileira de Produtos
Agroindustriais, Campina Grande, v.4, n.2, p.119-125, dez. 2002.

NASCIMENTO, A. L. et al. Desenvolvimento de um modelo para o biospeckle
na analise de sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris L.). Ciéncia e
Agrotecnologia, Lavras, v. 31, n. 2, p. 456-461, mar./abr. 2007.

NOTHDURFT, R.; YAO, G. Imaging obscured subsurface inhomogeneity using
laser speckle. Optics Express, Washington, v. 13, n. 25, p. 10034-10039, Dec.
2005.

OULAMARA, A.; TRIBILLON, G.; DUVERNOY, J. Biological activity
measurement on botanical specimen surface using temporal decorrelation effect
of laser speckle. Journal of Modern Optics, London, v. 36, n. 2, p. 165-179,
1989.



95

RABAL, H. J.; BRAGA JUNIOR, R. A. Dynamic laser speckle and
applications. New York: CRC, 2008. 272 p.

RATHNAYAKEA, A. P. et al. A novel optical interference technique to
measure minute root elongations of Japanese red pine (Pinus densiflora Seibold
& Zucc.) seedlings infected with ectomycorrhizal fungi. Environmental and
Experimental Botany, Oxford, v. 64, n. 3, p. 314-321, Dec. 2008.

RENA, A. B.; MAESTRI, M. Fisiologia do cafeeiro. In: . Cultura do
cafeeiro-fatores que afetam a produtividade. Piracicaba: Associacdo
Brasileira para a Pesquisa da Potassa e do Fostato, 1986. p. 13-85.

RENI, S. et al. Microscopia eletrénica de varredura do endosperma de café
(Coffea arabica L.) durante o processo de secagem. Ciéncia e Agrotecnologia,
Lavras, v. 34, n. 1, p. 196-203, jan./fev. 2010.

RIBEIRO, K. M. et al. Continuous, high-resolution biospeckle imaging reveals a
discrete zone of activity at the root apex that responds to contact with obstacles.
Annals of Botany, Oxford, v. 113, n. 3, p. 555-563, 2014.

RODRIGUES, S. Efeito estocastico em Speckle dinamico. 2007. 113 f. Tese
(Doutorado em Engenharia Agricola) - Universidade Estadual de Campinas,
Campinas, 2007.

RODRIGUEZ-MARIN, F. et al. A correction factor for ablation algorithms
assuming deviations of Lambert-Beer's law with a Gaussian-profile beam.
Applied Physics Letters, New York, v. 100, n. 17, p. 173-203, Apr. 2012,

SERWAY, R. A.; JEWETT, J. W. Principios de fisica. Sdo Paulo: Thomson
Learning, 2007. 480 p.

SHIMIZU, M. M.; MAZZAFERA, P. Mudangas na composicdo de proteinas e
amino&cidos durante a germinagao de sementes de café. Revista Brasileira de
Fisiologia Vegetal, Brasilia, v. 11, n. 7, p. 150, 1999.



96

SKOOG, D. A,; HOLLER, F. J.; NIEMAN, T. A. Principios de anélise
instrumental. 5. ed. Porto Alegre: Bookman, 2002. 836 p.

THILAKARATHNE, B. L. S. et al. An optical interferometric technique for
assessing ozone induced damage and recovery under cumulative exposures for a
Japanese rice cultivar. SpringerPlus, Heidelberg, v. 3, n. 1, p. 89-101, Feb.
2014.

WESTRUP, U.; MCEVOY, F. J. Speckle tracking echocardiography in mature
Irish Wolfhound dogs: technical feasibility, measurement error and reference
intervals. Acta Veterinaria Scandinavica, Copenhagen, v. 55, n. 1, p. 41-52,
2013.

XU, W. F. et al. An improved agar-plate method for studying root growth and
response of Arabidopsis thaliana. Scientific Reports, London, v. 3, n. 1273, p.
1-7, Feb. 2013.

XU, Z.; JOENATHAN, C.; KHORANA, B. M. Temporal and spatial proprieties
of the time-varing speckles of botanical specimens. Optical Engineering,
Redondo Beach, v. 34, n. 5, p. 1487-1502, 1995.

ZAKHAROQV, A.C. et al. Dynamic laser speckle imaging of cerebral blood
flow. Optics Express, Washington, v. 17, n. 16, p. 13904-13917, Aug. 2009.

ZDUNEK, A. et al. The biospeckle method for the investigation of agricultural
crops: a review. Optics and Lasers in Engineering, London, n. 52, p. 276-285,
Jan. 2014.

ZHONG, X. et al. Dynamic laser speckle analysis via normal vector space
statistics. Optics Communications, Amsterdam, v. 305, p. 27-35, Sept. 2013.



97
ANEXOS

ANEXO A — FUNCOES MI, AVD, SD, DG, FUJII, FUJII (MINZ; NIRALA
2014)

AVD IM

function [AVD_IM] = avd_im_window (R,S,windows,x,y,h,w)

%

% Absolute Value of the Differences method - AVD

% In: BRAGA, R. A. et al. Evaluation of activity through dynamic laser
speckle using the absolute value of the differences. Optics Communication,
Amsterdam, v. 284, n. 2, p. 646-650, 2011.

%

% Inertia Moment's - IM

% In: ARIZAGA, R.; TRIVI, M.; RABAL, H. J. Speckle time evolution
characterization by the co-occurrence matrix analysis. Optics and Laser
Technology, Surrey, v. 31, n. 2, p. 163-169, Mar. 1999.

%

% and: BRAGA, R. A. et al. Biospeckle numerical values over spectral image
maps of activity. Optics Communications, Amsterdam, v. 285, n. 5, p. 553-
561, 2012.

%

% Developed by: Junio Moreira / Roberto Alves Braga Junior

% Modified by: Renan Oliveira Reis

%

% BSLD (Library Speckle Laser Dynamic) version 1.01

% Date: july of 2015.

%

% To start the function just type:

% AVD_IM =avd_im(address,numlmages,R,S,windows,X,y,h,w);

%

% Input:

% address is the location where the station stored set of images

% numlmages is the number of images in the set

% R is the parameter of analysis:

% if Risequal 1, you choose the line of images to make THSP

% andif R is equal 2 you choose the columns of images to make THSP
% andif R is equal 3 you choose randon thsp

% S is the line ou column used to make the time history speckle patterns
% windows is a variable to activate a sliding windows on the set of images
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%

% Output:

% AVD_IM are the value of the Inertia Moment and AVD Moment.
% AVD_IM(1,1) is the value of the AVD Arizaga normalization
% AVD_IM(1,2) is the value of the AVD Cardoso normalization
% AVD_IM(1,3) is the value of the Inertia Moment without normalization
% AVD_IM(1,4) is the value of the Inertia Moment with Arizaga
normalization

% AVD_IM(1,5) is the value of the Inertia Moment with Cardoso
normalization

%

%

% Set directory

dire = pwd;
disp(pwd);
% Set imagens
type = {"*.bmp;*.fig;*.jpg;*.png, *.tif'};
title = 'Select images files';
[images,address] = uigetfile(type,title,'MultiSelect','on");
numlmages = size(images,2);

% Set the directory of the Images
cd(address);

% ldentification of the images -- see the format of the image with only numbers.
% j=imread ('1.bmp";
j = imread (char(images(1)));
k = size(j);
line = k(1,1);
column = k(1,2);

% Begin

cle();

disp('Processing start!");
disp('Wait...");

if windows ==
DATA = zeros(line,column,numlmages);
for i = L:numimages



local= char(images(i));
image = imread(local);
% condition to use rgh images or gray images
if (isrgb(image))
DATAC(:,:,i) = rgh2gray(image);
else
DATAC(:,:,i) = image;
end
end
end
if windows ==
JANELA = zeros(line,column,numimages);
DATA = zeros(h,w,numlmages);
for i = 1:numimages
local= char(images(i));
image = imread(local);
if (isrgb(image))
JANELAC(:,:,i) = rgh2gray(image);

DATAC(:,:,i) = JANELA(y:h+y-1,x:w+x-1,i);

else
JANELAC(:,:,i) = image;
DATAC(:,:,i) = JANELA(y:h+y-1,x:w+x-1,i);
end
end
end
O m e e

% Main Program
%

[THSP] = thsp(DATAR,S);
[OCM] = moc(THSP);

cle();
disp('Start AVD and IM method...");

a = size(OCM);
AVD_IM = zeros(1,5);

forb=1:a(1,1)
for c = 1:a(1,2)

norm = sum(OCM(b,:));
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if norm == 0;
norm=1;
end
AVD_IM(1,1) = ((OCM(b,c)*(abs(b-c)))/(norm)) + AVD_IM(1,1);

AVD_IM(1,2) = ((OCM(b,c)*(abs(b-c)))/(sum(sum(OCM)))) +
AVD_IM(1,2);

AVD_IM(1,3) = ((OCM(b,c)*((b-c)*2))/(256)) + AVD_IM(L,3);
AVD_IM(L,4) = (OCM(b,c)*((b-c)*2))/(norm)) + AVD_IM(L,4);

AVD_IM(1,5) = ((OCM(b,c)*((b-c)*2))/(sum(sum(OCM)))) +
AVD_IM(1,5);

end
end

%Plotting results

disp('------==mmmmmmmmm oo ;
disp('Final Results Method AVD and IM:");
disp('------==mmmmmmmmm oo ;

disp('AVD Arizaga -->");
disp(AVD_IM(1,1));

disp('AVD Cardoso -->";
disp(AVD_IM(1,2));

disp('IM without normalitation --> );
disp(AVD_IM(1,3));

disp('IM Arizaga -->");
disp(AVD_IM(1,4));

disp('IM Cardoso -->");
disp(AVD_IM(1,5));

% Recording results
gravar = [address "avd_im_matlab.txt];
dimwrite(gravar,AVD_IM,"";

% Set directory of function
cd(dire);

100
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end

function [THSP] = thsp(DATA,R,S)

%

% Time History Speckle Patterns - THSP

% In: OULAMARA, A.; TRIBILLON, G.; DUVERNOY, J. Biological activity
measurement on botanical specimen surface using temporal decorrelation effect
of laser speckle.Journal of Modern Optics, London, v.36, n.2, p. 165-179,
1989.

%

% and: XU, Z.; JOENATHAN, C.; KHORANA, B. M. Temporal and spatial
proprieties of the time-varing speckles of botanical specimens. Optical
Engineering, Redondo Beach, v.34, n.5, p. 1487-1502, 1995.

%

% Begin
%
a =size(DATA);

if R ==
THSP = zeros(a(1,2),a(1,3));
for b = 1:a(1,3)
THSP(;,b) = (DATAC(S,:,b))’;
end
elseif R ==

THSP = zeros(a(1,1),a(1,3));
for b = 1:a(1,3)
THSP(:,b) = DATA(;,S,b);
end
elseif R ==
matriz_ists = zeros (2,a(1,2));

THSP = zeros(S,a(1,3));
forb=1:S
ists1 = randi(a(1,1));
ists2 = randi(a(1,2));
matriz_ists (1,b) = ists1;
matriz_ists (2,b) = ists2;
for c = 1:a(1,3)
THSP(b,c) = DATA(ists1,ists2,c);
end
end
else



error('Error in the THSP image")
end

%Plotting results
figure(1);

colormap gray;
imagesc(THSP);
axis equal;
title(THSP Figure");
return;

end

function [MOC] = moc(THSP)

%

% Cooccurence Matrix Analysis - MOC

% In: ARIZAGA, R.; TRIVI, M.; RABAL, H. J. Speckle time evolution
characterization by the co-occurrence matrix analysis. Optics and Laser
Technology, Surrey, v. 31, n. 2, p. 163-169, Mar. 1999.

%

% Begin
%
a = size(THSP);

MOC = zeros(256,256);
MOC1 = zeros(256,256);
forb=1:a(1,1)
for c = 1:a(1,2)-1

d = ((THSP(b,c))+1);
e = ((THSP(b,c+1))+1);

if ((d >=256) && (e >= 256))
d = 256;

e = 256;

end

MOC(d,e) = MOC(d,e)+1;
MOC1(d,e) = 1;
end
end
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%Plotting results
figure(2);

colormap gray;
imagesc(MOCL);
axis equal;
title(MOC Figure');

return;

end

FUJII
function [FUJII] = fujii_Windows(images,address)

%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%

Fujii Technique
In: FUJII, H. et al. Evaluation of blood flow by laser speckle image sensing.
Applied Optics, New York, v. 26, n. 24, p. 5321-5325, 1987.

Developed by: Junio Moreira / Roberto Alves Braga Junior
Modified by: Renan Oliveira Reis

BSLD (Library Speckle Laser Dynamic) version 1.01
Date: july of 2015.

To start the function just type:
FUJII = fujii(address,numIimages,R,S,windows,x,y,h,w);

Input:
DATA are the speckle data

Output:
FUJII is the Fujii image

windows=0;x=0;y=0;h=0;w=0;
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% Set directory

dire = pwd;

disp(pwd);

% Set imagens

% type = {"*.bmp;*.fig;*.jpg;*.png, *.tif'};

% title = 'Select images files’;

% [images,address] = uigetfile(type,title,MultiSelect','on");
numlmages = size(images,2);

% Set the directory of the Images
cd(address);

% ldentification of the images -- see the format of the image with only numbers.
% j=imread ("1.bmp");
j = imread (char(images(1)));
k = size(j);
line = k(1,1);
column = k(1,2);

% Begin

cle();

disp('Processing start!");
disp('Wait...");

if windows ==
DATA = zeros(line,column,numimages);
for i = 1:numIimages
local= char(images(i));
image = imread(local);

% condition to use rgh images or gray images
if (isrgb(image))

DATAC(:,:,i) = rgb2gray(image);

else

DATAC(,:,i) = image;

end

end

end

if windows ==1
JANELA = zeros(line,column,numimages);



DATA = zeros(h,w,numlmages);
for i = 1:numImages

local= char(images(i));

image = imread(local);

if (isrgb(image))

JANELA(:,:,i) = rgh2gray(image);

DATAC(:, i) = JANELA(y:h+y-1,x:w+x-1,i);

else
JANELAC(:,:,i) = image;
DATAC(:, i) = JANELA(y:h+y-1,x:w+x-1,i);
end
end
end
O = mm e

% Main Program
%

a =size(DATA);
FUJII = zeros(a(1,1),a(1,2));

for b = 1:a(1,3)-1

%Y = ((abs(DATA(:,:,b) - DATA(:,:,b+1)))./(DATA(,:,b) +

DATAC(,:,b+1))+Y;

FUJII = ((abs(DATAC(,:,b) - DATA(,;,b+1)))./(DATA(,:,b) +

DATAC(,:,b+1) + 1)) + FUJI,
end

FUJII = FUJIL/ (max(max(FUJIN)));

%Plotting results

disp(‘------=mmmmmmmee oo );
disp('Final Results Method FUJIL:");
disp(‘------=mmmmmmmeme oo );
figure(1);

%colormap gray;
colormap default;
imagesc(FUJII);
axis equal;

% title('FUJII Figure);

% Recording results
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gravar = [address "fujii_matlab.bmpT;
%Y = uint8(Y);
imwrite(FUJII,gravar);

cd(dire);

%

FUJII NIRALA

function [FUJII] = fujii_Nirala_Windows(images,address)

%

% Fujii Technique

% In: FUJII, H. et al. Evaluation of blood flow by laser speckle image sensing.
%  Applied Optics, New York, v. 26, n. 24, p. 5321-5325, 1987.
%

% Developed by: Junio Moreira / Roberto Alves Braga Junior
% Modified by: Renan Oliveira Reis

%

% BSLD (Library Speckle Laser Dynamic) version 1.01

% Date: july of 2015.

%

% To start the function just type:

% FUJII = fujii(address,numlmages,R,S,windows,X,y,h,w);
%

% Input:

% DATA are the speckle data

%

% Output:

% FUJII is the Fujii image

%

%

% % Set the directory of the Images

% cd(address);

%

% % ldentification of the images -- see the format of the image with only
numbers.
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% j=imread ('1.omp’);
% k=size(j);

% line = k(1,1);

% column = k(1,2);

%
windows=0;x=0;y=0;h=0;w=0;

% Set directory

dire = pwd;

disp(pwd);

% Set imagens

% type = {"*.bmp;*.fig;*.jpg;*.png,*.tif };

% title = 'Select images files’;

% [images,address] = uigetfile(type,title,'MultiSelect','on’);
numlmages = size(images,2);

% Set the directory of the Images
cd(address);

% ldentification of the images -- see the format of the image with only numbers.
% j=imread ('1l.bmp";
j = imread (char(images(1)));
k = size(j);
line = k(1,1);
column = k(1,2);

% Begin

cle();

disp('Processing start!");
disp('Wait...");

if windows ==0
DATA = zeros(line,column,numlmages);
for i = L:numimages
local= char(images(i));
image = imread(local);
% condition to use rgb images or gray images
if (isrgb(image))



DATAC(:,:,i) = rgh2gray(image);
else
DATAC(:,:,i) = image;
end
end
end
if windows ==
JANELA = zeros(line,column,numimages);
DATA = zeros(h,w,numlmages);
for i = 1:numIimages
local= char(images(i));
image = imread(local);
if (isrgb(image))
JANELAC(:,:,i) = rgh2gray(image);

DATAC(:,:,i) = JANELA(y:h+y-1,x:w+x-1,i);

else
JANELAC(:,:,i) = image;
DATAC(:,:,i) = JANELA(y:h+y-1,x:w+x-1,i);
end
end
end
O m e e
% Main Program
%
%expoente da raiz na formula Nirala
n=2;

a =size(DATA);
FUJII = zeros(a(1,1),a(1,2));

for b = 1:a(1,3)-1

%Y = ((abs(DATA(:,:,b) - DATA(:,;,b+1)))./(DATA(,:,b) +

DATAC(,:,b+1))+Y;

FUJII = ((abs(DATAC(:,:,b) - DATA(:,:,b+1)))./nthroot(DATAC(,:,b) +

DATAC(,:,b+1) + 1),n)) + FUJII;
end

FUJII = FUJI/ (max(max(FUJIT));
%Plotting results

disp(‘----mmmmmmmmmmmme oo );
disp('Final Results Method FUJII:";
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figure(1);
%colormap gray;

colormap default;

imagesc(FUJII);

axis equal;

% title(FUJII Fig;

% Recording results

gravar = [address "\fujii_Nirala_matlab.bmp';
%Y = uint8(Y);

imwrite(FUJII,gravar);

% Set directory of function
cd(dire);
%

GD

function [GD] = gd(address,numImages,windows,X,y,h,w)

%

% Generalized Difference Technique - GD

% In: ARIZAGA, R. et al. Display of the local activity using dynamical speckle
patterns. Optical Engineering, Redondo Beach, v. 41, n. 2, p. 287-294, June
2002.

%

% Developed by: Junio Moreira / Roberto Alves Braga Junior
%

% BSLD (Library Speckle Laser Dynamic) version 1.0

% Date: may of 2013.

% Review: august of 2013

% Review: november of 2013

%

% To start the function just type:

% GD =dg(DATA);

%

% Input:

% DATA are the speckle data

%
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% Output:

% Y is the GD image
%

%

% Set the directory of the Images
cd(address);

% ldentification of the images -- see the format of the image with only numbers.
j = imread ('1.bmp";
k = size(j);

line = k(1,1);

column = k(1,2);

% Begin

cle();

disp('Processing start!");
disp('Wait...");

if windows ==
DATA = zeros(line,column,numlimages);
for i = 1:numIimages
nome = [num2str(i),".bmp'];
DATAC(:,:,i) = imread(nome,'bmp");
end

elseif windows ==
JANELA = zeros(line,column,numlmages);
DATA = zeros(h,w,numlmages);

for i = 1:numlmages
nome = [num2str(i),".bmp'];
JANELAC(:,:,i) = imread(nome,'bmp";
DATAC(:,:,i) = JANELA(y:h+y-1,x:w+X-1,i);
end
end

% Main Program
%



a =size(DATA);
GD = zeros(a(1,1),a(1,2));

for b = 1:a(1,3)-1
for ¢ = 1:a(1,3)-b

GD = (abs(DATA(:,:,b) - DATAC(:,:,b+c))) + GD;

end
end

GD = GD / (max(max(GD)));
%Plotting results

disp('Final Results Metho 'GD:');
disp(‘-----=mmmmmm e );

figure(1);
colormap gray;
imagesc(GD);
axis equal;
title('GD Figure?;

% Recording results

gravar = [address \gd_matlab.bmp';
%Y = uint8(Y);
imwrite(GD,gravar);

%
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ANEXO B — RESULTADOS UTILIZANDO AGAR

Tabela 1 Raiz proxima ao tubo

Corrente
do
laser(mA) | 60,249 | 65,232 | 70,57 | 75,081 | 80,181 | 85,013 | 90,272 | 95,432 | 100,86 | 105,09

AVD 2746,7 | 3077,9 | 4050,8 | 5463,6 | 6342,7 | 3834,2 | 2157,7 | 2806 | 2351,3 | 2372,7
AVD
Cardoso | 10,461 | 11,925 | 12,444 | 12,291 | 10,636 | 3,695 | 1,339 | 1,863 | 1,197 | 0,786
IM
Arizaga | 73006 | 78484 | 133640 | 234510 | 319280 | 112160 | 42151 | 74285 | 56113 | 51468
IM 207,71 | 277,03 | 354,30 | 448,25 | 431,83 | 87,397 | 20,884 | 43,489 | 27,076 | 14,518
Cardoso 02 04 33 23 71 8 3 3 8 5

Tabela 2 Raiz com 180 graus

Corrente
do
laser(mA) | 60,249 | 65,232 | 70,570 | 75,081 | 80,181 | 85,013 | 90,272 | 95,432 | 100,86 | 105,09

AVD 2238,8 | 3569 | 4419,1 | 5616,1 | 2450,1 | 3021,8 | 2077,8 | 2729,8 | 2653,2 | 1830,8

AVD 11,259 20,194 11,483 10,337
Cardoso | 8,3361 1 16,677 9 9,0781 5 8,9718 8 9,1254 | 7,6969
IM

Arizaga 62196 | 126950 | 161320 | 244680 | 78492 | 84650 | 46718 | 81455 | 68972 | 40287
IM 126,95 | 237,99 | 502,73 | 737,28 | 155,07 | 254,68 | 157,59 | 206,72 | 160,87 | 115,26
Cardoso 1 5 06 01 25 43 55 91 5 27

Valor da atividade

35
3
25
2
15
1
0,5
0

(=] o M~ — — m o~ o [¥=] (=2}

= (1] wn =] =] =l r~ m (=] (=]

~ o = =] - =] o~ = oS A

o i M~ [l o (2] o ["a) o (=1

=] =] ~ (] ©o (=)} o — —

AVD Arizaga  seeeeee AVD Cardoso  ====|M Arizaga IM Cardoso

Figura 1 Raiz préxima ao tubo (0 grau)
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Valor da atividade

60,249
65,232

70,57
75,081
80,181
85,013
90,272
95,432
100,86
105,09

AVD Arizaga 180 seesee AVD Cardoso 180 === a0 Arizaga 180 IM Cardoso 180

Figura 2 Raiz com giro de 180 graus



114

ANEXO C — FUNCOES AVD E MI UTILIZANDO NORMALIZAGCAO
PROPOSTA

Fungédo MI e AVD tradicional

function [Y]=moc(DATA)

1

// Cooccurence Matrix Analysis - MOC

/l'In: ARIZAGA, R.; TRIVI, M.; RABAL, H. J. Speckle time evolution
characterization by the co-occurrence matrix analysis. Optics and Laser
Technology, Surrey, v. 31, n. 2, p. 163-169, Mar. 1999.

1

/I Input:

/I DATA are the THSP data

1

/I Output:

/'Y is the Occurrence Matrix Construction

1

// Begin
1
a =size(DATA);

Y = zeros(256,256);

Y1 = zeros(256,256);
forb=1:a(1,1)

for c = 1:a(1,2)-1

d = ((DATA(b,c))+1);

e = ((DATA(b,c+1))+1);

if ((d >=256) & (e >= 256))
d = 256;

e = 256;

end

Y(d,e) = Y(d,e)+1;
Y1(d,e) = 1;
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end
end

/IPlotting graphs
scf(0);

clf(0);

colormap gray;
imagesc(Y1);

axis equal;
title('(MOC Figure";

endfunction
/!

function [Y]=avd_im_sts_normal(address, numThsp, q)

/I g is the power

/I Algorithm Absolute Value of the Differences (AVD)and Algorithm Inertia
Moment's (IM) of THSP

/I Developed by: Junio Moreira / Roberto Alves Braga Junior
1

/I BSLD (Library Speckle Laser Dynamic) version 1.0

/I Date: september of 2013

I/l Review: october of 2013

/I Modified by: Renan Oliveira Reis - 2015

/I Federal University of Lavras - UFLA

1l

1l

/I Inertia Moment's - IM and Absolute Value of the Differences - AVD
/l'In: ARIZAGA, R.; TRIVI, M.; RABAL, H. J. Speckle time evolution
characterization by the co-occurrence matrix analysis. Optics and Laser
Technology, Surrey, v. 31, n. 2, p. 163-169, Mar. 1999.

1l
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/[ and: BRAGA, R. A. et al. Biospeckle numerical values over spectral image
maps of activity. Optics Communications, Amsterdam, v. 285, n. 5, p. 553-
561, 2012.

1

/I'In: BRAGA, R. A. et al. Evaluation of activity through dynamic laser speckle
using the absolute value of the differences. Optics Communication,
Amsterdam, v. 284, n. 2, p. 646-650, 2011.

1

/I Output:

/I 'Y are the value of the Inertia Moment.

/I Y(1,1) is the value of the Inertia Moment without normalization

/I Y(1,2) is the value of the Inertia Moment with Arizaga normalization

/I Y(1,3) is the value of the Inertia Moment with Cardoso normalization

/I Y(1,4) is the value of the AVD Arizaga normalization

/I Y(1,5) is the value of the AVD Cardoso normalization

1

[ m e e e 1

I

/I Clear memory

cle();

clear all;

/I Set free the memory
stacksize('max");

/I Start time count
initiationOfTheClock = getdate();

/I Set the directory of the Images
cd(address);

/I ldentification of the images -- see the format of the image with only numbers.
j =imread ('1.bmp";
k = size(j);

line = k(1,1);

column = k(1,2);

DATA = zeros(line,column);
e e e 1l
1l
/I Processing
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clc();
disp('Start AVD and IM method of thsp...");

avd_im = zeros(numThsp, 5);

for i = 1:numThsp
nome = [string(i)+'.bmp';

DATAC(,:) = imread(nome);
disp (‘Calculo do ' + string(i) + ' valor de AVD and IM of THSP->");
[ocm] = moc(DATA);

Y = zeros(1,5);
a = size(ocm);

forb=1:a(1,1)
for c = 1:a(1,2)

norm = sum(ocm(b,:));

if norm ==0;

norm=1;

end

Y(1,1) = ((ocm(b,c)*(((b"a)-(c"a))"2))/(256)) + Y (1,1);

Y(1,2) = ((ocm(b,c)*(((b"a)-(c"a))*2))/(norm)) + Y(1,2);

Y(1,3) = ((ocm(b,c)*(((b"a)-(c"a))*2))/(sum(sum(ocm)))) + Y (1,3);
Y(1,4) = ((ocm(b,c)*(abs((b*q)-(c*))))/(norm)) + Y (1,4);

Y(1,5) = ((ocm(b,c)*(abs((b"a)-(c"a))))/(sum(sum(ocm)))) + Y(1,5);

end

end
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/IPlotting results
disp('Final Results:";
disp('IM without normalitation -->);
disp(Y(1,1));

disp('IM Arizaga -->");
disp(Y(1,2));

disp('IM Cardoso -->);
disp(Y(1,3));

disp(AVD Arizaga -->);
disp(Y(1,4));

disp('AVD Cardoso -->");
disp(Y(1,5));

avd_im(i,;) = Y;
end// end for

/I Recording results

gravar = address + \avd_im_sts_scilab_'+ string(qg)+".txt’;
fprintfMat(gravar,avd_im);

Y =avd_im

/I Training time

stopOfTheClock = getdate(); //stops the clock

etr = etime(stopOfTheClock,initiationOfTheClock); //calculates the time elapsed
disp(");

disp(‘Training time: ' + string(etr/60) + ' minutes.");

disp(ENDED!!!");

sleep(5000);

endfunction



MI e AVD - normalizagao proposta

function [Y]=moc(DATA)

1

/I Cooccurence Matrix Analysis - MOC

/l'In: ARIZAGA, R.; TRIVI, M.; RABAL, H. J. Speckle time evolution
characterization by the co-occurrence matrix analysis. Optics and Laser
Technology, Surrey, v. 31, n. 2, p. 163-169, Mar. 1999.

1

/I Input:

/I DATA are the THSP data

1

/I Output:

/I 'Y is the Occurrence Matrix Construction

1

// Begin
1l
a =size(DATA);

Y = zeros(256,256);

Y1 = zeros(256,256);
forb=1:a(1,1)

for c = 1:a(1,2)-1

d = (DATA(b,c))+1);

e = (DATA(b,c+1))+1);

if ((d >=256) & (e >= 256))
d = 256;

e = 256;

end

Y(d,e) = Y(d,e)+1;
Y1(d,e) = 1;

end
end

/[Plotting graphs
scf(0);
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clf(0);

colormap gray;
imagesc(Y1);

axis equal,
title('(MOC Figure";

endfunction
/!

function [Y]=avd_im_sts_hector(address, numThsp, q)

/1q is the power

Il Algorithm Absolute Value of the Differences (AVD)and Algorithm Inertia
Moment's (IM) of THSP

/I Developed by: Junio Moreira / Roberto Alves Braga Junior
1

/I BSLD (Library Speckle Laser Dynamic) version 1.0

/I Date: september of 2013

I/l Review: october of 2013

/IModified by: Renan Oliveira Reis

/I Federal University of Lavras - UFLA

I

I

/I Inertia Moment's - IM and Absolute Value of the Differences - AVD

/l'In: ARIZAGA, R.; TRIVI, M.; RABAL, H. J. Speckle time evolution
characterization by the co-occurrence matrix analysis. Optics and Laser
Technology, Surrey, v. 31, n. 2, p. 163-169, Mar. 1999.

1

/l'and: BRAGA, R. A. et al. Biospeckle numerical values over spectral image
maps of activity. Optics Communications, Amsterdam, v. 285, n. 5, p. 553-
561, 2012.

1

/I In: BRAGA, R. A. et al. Evaluation of activity through dynamic laser speckle
using the absolute value of the differences. Optics Communication,
Amsterdam, v. 284, n. 2, p. 646-650, 2011.
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1

/I Output:

/['Y are the value of the Inertia Moment.

/I Y(1,1) is the value of the Inertia Moment without normalization

/I Y(1,2) is the value of the Inertia Moment with Arizaga normalization
/I Y(1,3) is the value of the Inertia Moment with Cardoso normalization
/I Y(1,4) is the value of the AVD Arizaga normalization

/I Y(1,5) is the value of the AVD Cardoso normalization

1

Jm e e I

1

/I Clear memory

cle();

clear all;

/I Set free the memory
stacksize('max’);

/I Start time count
initiationOfTheClock = getdate();

/I Set the directory of the Images
cd(address);

/I ldentification of the images -- see the format of the image with only numbers.
j =imread ('1.bmp";
k = size(j);

line = k(1,1);

column = k(1,2);

DATA = zeros(line,column);
e e e e 1l
1
/I Processing

cle();
disp('Start AVD and IM method of thsp...");

avd_im = zeros(numThsp, 5);

for i = 1:numThsp
nome = [string(i)+'.bmp';
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DATAC(,:) = imread(nome);
disp (‘Calculo do ' + string(i) + ' valor de AVD and IM of THSP->");
[ocm] = moc(DATA);

Y = zeros(1,5);
a = size(ocm);

for b =1:a(1,1)
for c = 1:a(1,2)

norm = sum(ocm(b,:));
if norm == 0;
norm=1;

end

Y(1,1) = ((ocm(b,c)*(((b"q)-(c"a))"2))/(256)) + Y(1,1);
Y(1,2) = ((ocm(b,c)*(((b"q)-(c"a))*2)/(((b"a)+(c"q))*2))/(norm)) + Y (1,2);

¥§i§§= ((ocm(b,c)*(((b"a)-(c"a))"2)/(((b*q)+(c"a))"2))/(sum(sum(ocm)))) +

Y(1,4) = ((ocm(b,c)*(abs((b"a)-(c"a)))/((b"a)+(c"a)))/(norm)) + Y (1,4);

¥§12;= ((ocm(b,c)*(abs((b"a)-(c"a)))/((b*q)+(c"q)))/(sum(sum(ocm)))) +

end

end

/IPlotting results

disp('Final Results:";

disp('IM without normalitation -->);
disp(Y(1,1));

disp('IM Arizaga -->");

disp(Y(1,2));

disp('IM Cardoso -->");
disp(Y(1,3));

disp('AVD Arizaga -->");
disp(Y(1,4));

disp('AVD Cardoso -->";
disp(Y(1,5));
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end// end for

/I Recording results

gravar = address + \avd_im_sts_scilabHector_'+ string(q)+'".txt";
fprintfMat(gravar,avd_im);

Y =avd_im

/[ Training time

stopOfTheClock = getdate(); //stops the clock

etr = etime(stopOfTheClockinitiationOfTheClock); //calculates the time elapsed
disp(");

disp('Training time: ' + string(etr/60) + ' minutes.");

disp(ENDED!!");

sleep(5000);

endfunction



