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RESUMO GERAL

A explicagdo fisica do fendmeno biospeckle é bem conhecida. No
entanto, ainda ¢ desconhecido qual tipo de processo bioldgico ¢ a base deste
fendmeno, o que limita a sua aplicagdo como uma técnica ndo destrutiva, para
avaliagdo da qualidade de alimentos. Fisicamente, biospeckle ¢ o resultado da
dispersdo de luz coerente sobre particulas em movimento em tecidos vivos.
Objetivou-se, neste trabalho, estudar o potencial da técnica do biospeckle laser,
associada a analise de frequéncia como uma ferramenta para determinar
mudangas fisioloégicas em cenouras minimamente processadas armazenadas, em
duas diferentes temperaturas, 0 °C e 10 °C. Foram utilizados um laser He-Ne
(A= 632,8 nm e 10 mW de poténcia), uma camera filmadora digital e um
computador. Os padrdes de interferéncia foram coletados a partir da
configuragdo experimental baseada no backscattering e o registro da historia
temporal foi realizado por meio do THSP (Time History Speckle Paterns). Para
a quantificagdo das variagdes do padrdo do biospeckle, utilizou-se 0 Momento de
Inércia. A transformada de wavelets foi utilizada para o processamento das
imagens obtidas pelo THSP, no dominio da frequéncia. Conclui-se que, usando
o biospeckle laser e a abordagem no dominio da frequéncia, ¢ possivel
identificar diferentes niveis de atividade e avaliar, de forma ndo destrutiva, a
expressdo da atividade de 4gua e da taxa respiratoria, separadamente, em
cenouras minimamente processadas, armazenadas a 0°C e 10°C

Palavras-chave: Biospeckle laser. Transformada de wavelets. Atividade de agua.
Taxa respiratdria. Processamento minimo. Cenoura.



GENERAL ABSTRACT

The physical explanation of the phenomenon biospeckle is well known,
however, still unknown type of process is the biological basis for this
phenomenon, which limits the possible application of the method as a new non-
destructive technique for assessing the quality of foods. Physically, biospeckle is
the result of coherent light scattering particles on movement of living tissues.
The objective of this study was to investigate the potential of the technique of
laser biospeckle associated with the frequency analyze as a tool to determine
physiological changes in fresh-cut carrots stored at two different temperatures, 0
°C and 10 °C. We used He-Ne laser (A = 632.8 nm and 10 mW), a CCD camera
and a computer. The interference patterns were collected from the experimental
setup based on backscattering and the record of temporal history was made
through the THSP (Time History Speckle Paterns). To quantify the variations of
the standard biospeckle was used the inertia moment (IM). The wavelet
transform was used for processing of images obtained by THSP in the frequency
domain. We conclude that, using the laser biospeckle and the approach in the
frequency domain, it is possible to identify different areas of activity and non-
destructively assess the expression of water activity and respiration rate
separately, in fresh-cut carrots stored at 0°C and 10°C.

Keywords: Biospeckle laser. Wavelet transform. Water activity. Respiration
rate. Fresh-cut. Carrots.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

Frutas e hortalicas minimamente processadas t€ém se tornado mais
populares recentemente, em resposta a um aumento da procura por parte dos
consumidores por alimentos de preparo rapido ou prontos para o consumo
(KOUKOUNARAS; DIAMANTIDIS; SFAKIOTAKIS, 2008). A Internacional
Fresh-Cut Produce Association - IFPA (2012) define produtos minimamente
processados como "qualquer fruta ou hortalica, ou a combinagdo dessas, que foi
fisicamente alterada a partir de sua forma original, mas permanece em um estado
fresco".

Varios estudos t€m sido realizados para acompanhar a vida de prateleira
de frutas e hortalicas minimamente processadas usando métodos quimicos,
fisicos e microbioldgicos (CORBO; NOBILE; SINIGAGLIA, 2006) além de
modelos matematicos para estimar a estabilidade microbiana, a qualidade
quimica e sensorial (LAURIDSEN; KNOCHELL, 2003; LAVELLI et al., 2006;
MONTERO-CALDERON; ROJAS-GRAU; MARTIN-BELLOSO, 2008;
RIVA; FRANZETTI; GALLI, 2001; ROCHA; MORALIS, 2003; ZANONI et al.,
2007).

Métodos tradicionais sdo usados com sucesso para estudar a vida de
prateleira de frutas e hortalicas minimamente processadas, mas eles sdo caros,
lentos, exigem capacidade analitica considerdvel e ndo sdo adequados para
automagdo. Rapidos, os métodos ndo destrutivos para investigar a perda do
frescor dos produtos alimentares aumentaram recentemente em importancia. A
espectroscopia no infravermelho (IR), tanto nas regides do infravermelho
proximo (NIR) como no infravermelho médio (MIR), é uma das mais
convenientes ferramentas analiticas que tém sido usadas para estudar a vida de

prateleira de alimentos (COATES, 2000).
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Outro método que esta surgindo como ferramenta de medicdo ndo
destrutiva e ndo invasiva da qualidade de frutos é o método que se baseia na
interpretacdo de um fendmeno Optico que ocorre ao se incidir luz coerente sobre
o vegetal. A luz de um laser, ao incidir sobre um material que exibe algum tipo
de atividade, da origem a um fenémeno referido na literatura como biospeckle
ou speckle dindmico. Esse fendmeno ¢ resultado de alteragdes na fase da luz
incidente, produzidas por movimentos de pontos dispersores ¢ mudangas no
indice de refragdo. Com o uso de modelos matematicos e estatisticos € possivel
quantificar-se a variagdo temporal do biospeckle, possibilitando a obtengdo de
informagdes capazes de estimar a atividade fisiolégica do material sob estudo.
Essas variaveis sdo utilizadas como indicadores de qualidade e senescéncia de
vegetais e sdo comparadas com outras varidveis tais como: soélidos soluveis,
acidez titulavel, firmeza e tempo de armazenamento.

A técnica do biospeckle laser tem como principais virtudes o fato de nédo
ser destrutiva e ndo necessitar de contato, além de possuir alta sensibilidade,
quando comparada aos processos mecanicos convencionais, permitindo uma
visualizagdo da atividade do alimento em tempo real.

A combinacdo de sistemas de aquisicdo e processamento digital de
imagem modernos constitui uma ferramenta importante para os pesquisadores
desenvolverem novas técnicas para avaliacdo da qualidade de produtos vegetais
de forma ndo destrutiva. A utilizagdo do biospeckle na area biologica tem sido
uma linha de grande potencial, porém ainda pouco explorada na inddstria. A
complexidade envolvida na constitui¢do e na atividade fisioldgica de materiais
biologicos, como por exemplo as frutas e as hortalicas, gera uma situagdo que
impede a correlagdo de cada fendmeno interno aos tecidos vegetais iluminados
com a atividade observada pelo biospeckle.

Assim, a técnica do biospeckle laser permite a identifica¢do da atividade

do material, mas ndo permite distinguir ainda em muitas aplicagcdes quais
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processos fisiologicos sdo os principais responsaveis pela atividade observada.
De acordo com Kurenda, Adamiak e Zdunek (2012) e Zdunek e Herppich
(2012), ha uma falta de interpretagdo fisioldgica/metabdlica, o que limita uma
possivel aplicacio do método como uma nova técnica ndo destrutiva para
avaliacdo da qualidade dos frutos.

No cenario atual, ¢ importante ter como alternativa alguma ferramenta
matematica que possa, de um modo mais criterioso e cientifico, extrair o maior
numero de informagdes de um conjunto de dados ou imagens. E notério, nos
diversos segmentos da ciéncia, o crescimento tecnologico e cientifico
manifestado pela utilizacdo, cada vez mais frequente, de recursos
computacionais.

A transformada de wavelets, atualmente tem facilitado a compreensio,
transmissdo e analise de muitas imagens, constituindo-se a base de uma nova e
poderosa abordagem ao processamento e andlise de sinais (GONZALEZ;
WOODS, 2010). Uma das caracteristicas da transformada de wavelets ¢ sua
capacidade de abrir o sinal nas diversas frequéncias que o compdem em relagao
ao dominio do tempo e permitir a reconstrugdo desse de forma integral, ou sem
as faixas de frequéncias que se desejam filtrar. Ao abrir o sinal de imagens
geradas pela técnica do biospeckle laser, em diversas frequéncias que o
compdem, ¢ possivel identificar detalhes em cada frequéncia e avaliar em que
medida a atividade observada resulta de processos fisioldgicos nos tecidos da
fruta, ¢ ainda inferir quais sdo os principais fendmenos responsaveis pela
atividade observada.

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar o potencial do biospeckle laser
associado a andlises no dominio da frequéncia, para a determinagdo das
alteragdes fisioldgicas em cenouras minimamente processadas, armazenadas a
0°C e 10°C, visando o desenvolvimento dessa metodologia na analise de frutas e

hortaligas. De forma especifica, o trabalho buscou isolar fendmenos como a
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atividade de agua e a taxa respiratoria e associa-los aos sinais vindos do

biospeckle.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Frutas e hortalicas

No Brasil, embora haja grande disponibilidade de frutas e hortaligas
acessiveis a substancial parcela da populacdo, observa-se niveis inaceitaveis de
perdas de alimentos devido a técnicas inadequadas adotadas desde a colheita até
0 armazenamento.

Uma dieta rica em frutas e hortalicas pode ser considerada como uma
ferramenta importante para prevenir determinadas doengas degenerativas, ainda
que, na atualidade, o consumo desses alimentos seja baixo com respeito as
recomendagdes em que estdo baseadas as dietas denominadas saudaveis (CANO
et al., 2005). No entanto, mudangas nos padrdes de consumo de alimentos t€m
levado ao maior consumo de frutas e hortalicas em detrimento dos produtos
industrializados. Enfatizando-se que os consumidores buscam por alimentos
saudaveis, que tenham qualidade adequada e praticidade (ALVES et al., 2010).

Frutas e hortalicas sdo biologicamente varidveis e apresentam alta
perecibilidade (BOBELYN et al., 2010; JOHNSTON; HEWETT; HERTOG,
2002). Desse modo, existe uma necessidade de avaliar-se a qualidade desses
vegetais em diferentes estadios pré- e pos-colheita, a fim de fornecer produtos
com a melhor qualidade para o consumo direto ou mesmo para o posterior

processamento (KURENDA; ADAMIAK; ZDUNEK, 2012).
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2.2 Cenoura

A cenoura (Daucus carota L.), planta da familia das Apiaceas, produz
uma raiz aromatica e comestivel, caracterizando-se como uma das mais
importantes hortalicas, pelo seu grande consumo em todo mundo, pela extensdo
de area plantada e pelo grande desenvolvimento socioecondmico dos produtores
rurais. E também uma das hortali¢as mais cultivadas no Brasil.

A cenoura ¢ uma hortalica de cultivo anual, cuja parte comestivel ¢ uma
raiz aromatica, tuberosa, lisa, carnuda, reta e sem ramificacdes, podendo ter
formato cdnico ou cilindrico. As principais variedades se distinguem ainda pela
coloracdo externa, coloragdo da rama e época de plantio (EMPRESA
BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2003).

Além de possuir um sabor muito apreciado por pessoas de todas as
idades devido aos seus componentes volateis, agucares, compostos amargos e
aminoacidos livres, a cenoura também ¢é uma grande fonte de carotenoides,
fibras, vitaminas, minerais e outros componentes bioativos, proporcionando uma
série de beneficios para a satide do consumidor (TEIXEIRA, 2008).

A cenoura é uma das principais fontes de origem vegetal em
carotenoides provitaminicos A, especialmente o a e o B-caroteno que podem ser
transformados em vitamina A dentro do organismo animal (LIMA et al., 2001).

A composi¢cdo quimica da cenoura varia de acordo com a variedade,
solo, época de plantio, etc. Em média, a composi¢do quimica da cenoura, em g
por 100g, é: umidade 88,20 a 95,55; proteinas 0,44 a 1,3; lipidios 0,19 a 0,50;
cinzas 0,3 a 0,99; carboidratos 3,51 a 9,70, sendo que 1,0 a 3,32 desses
carboidratos representam fibra alimentar. Para minerais, encontramos, em
média, 0,6 a 0,7 mg/100g de ferro; 26 a 36 mg/100g de fosforo; 26 a 37
mg/100g de calcio (FRANCO, 1992; TABELA... 2006; VERZELETTI;
FONTANA; SANDRI, 2010).
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A cenoura ¢ uma das hortalicas mais consumidas na forma
“minimamente processada”, sendo um grande atrativo na composicao de pratos
prontos para consumo, saladas, tira-gostos e passa a atrair também o publico
infantil devido ao seu formato (SILVA; LANA; VIEIRA, 2009).

O surgimento deste tipo de produto no Brasil foi influenciado pelo alto
valor de importagdo das baby carrots norte-americanas. Com isso a Embrapa
desenvolveu a tecnologia necessaria para a fabricagdo desses produtos
garantindo menor custo de producdo e maior frescor em relagdo ao importado, ja
que o tempo entre a producdo e o consumo ¢ muito reduzido (SILVA; LANA;
VIEIRA, 2009).

As formas mais comuns de cenouras minimamente processadas sdo em
rodelas, raladas, e em cubos. Recentemente, a Embrapa inovou a producao de
minimamente processados disponibilizando no mercado tecnologia adequada
para produgdo de dois novos formatos, a Cenourete e o Catetinho. Sdo tipos de
minicenouras brasileiras similares as baby carrots americanas, sendo que,
quando em formato de uma minicenoura ¢ chamada de cenourete e quando em
formato esférico é chamada de catetinho (TEIXEIRA et al., 2011).

Além das caracteristicas intrinsecas do produto, as condigdes de
processamento também devem ser levadas em conta, pois assim como qualquer
outro produto alimenticio, a ado¢do de um método de conservacdao inadequado
ira causar modificacdes nas suas propriedades sensoriais devido a atuacdo de
enzimas, reagdes quimicas e crescimento de microrganismos. Talcott ¢ Howard
(1999) concluiram que cenouras submetidas a estresse na pds-colheita
apresentam mudangas em seus atributos sensoriais de maneira que os provadores

atribuiram um sabor amargo mais pronunciado e um gosto doce menos intenso.
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2.3 Processamento minimo

Frutas e hortalicas minimamente processadas t€ém se tornado mais
populares recentemente, em resposta a um aumento da procura, por parte dos
consumidores, por alimentos de preparo rdpido ou prontos para o consumo
(KOUKOUNARAS; DIAMANTIDIS; SFAKIOTAKIS, 2008).

Segundo a Associagdo Internacional dos Produtos Minimamente
Processados (IFPA), produtos minimamente processados (“fresh-cut”, levemente
processados, ou parcialmente processados) sdo definidos como qualquer fruta ou
hortali¢a, ou ainda qualquer combinagdo delas, que foi alterada fisicamente a
partir de sua forma original, embora mantenha seu estado fresco.
Independentemente do tipo, o vegetal ¢ selecionado, lavado, descascado e
cortado, resultando num produto 100% aproveitdvel que posteriormente ¢
embalado no intuito de oferecer aos consumidores frescor, conveniéncia,
qualidade nutricional e microbiologica. Frutas e hortalicas minimamente
processadas compdem uma das categorias que cresce mais rapidamente na
industria de alimentos, pois combinam frescor, conveniéncia e satde. No
entanto, o maior obstaculo para o marketing comercial € o seu prazo de validade
limitado, que ¢ devido, principalmente, a excessiva perda de firmeza e
escurecimento da superficie (CHUNG; MOON, 2009; LIN et al., 2008).

Como a integridade do tecido dos produtos minimamente processados €
alterada durante o processamento, eles sdo mais pereciveis que as matérias-
primas originais (SHEWFELT; LEE; ZYHUER, 2005). O processamento
minimo causa ferimento, aumenta a atividade metabolica, a producdo de etileno
e a descompartimentacdo celular colocando em contato enzimas e substratos.
Isso pode levar a deterioracdes, como escurecimento, amaciamento e
desenvolvimento de sabores e odores estranhos e reduzir a vida de prateleira de

produtos minimamente processados (VAROQUAUX; WILEY, 1997).
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Dois problemas basicos confrontam o prolongamento da vida util de
frutas e hortalicas minimamente processadas. Primeiro, o tecido vegetal esta
vivo, respirando e muitas reagdes quimicas estdo acontecendo. Algumas das
reacdes, se nao controladas, podem levar a rapida senescéncia ou mudangas na
qualidade. Segundo, a proliferacdo de microrganismos deve ser retardada. O
crescimento de microrganismos causadores de doengas é uma preocupacido com
a seguranca do alimento (KING JUNIOR; BOLIN, 1989).

A respiracdo ¢ o principal processo fisioldgico que continua ocorrendo
apos a colheita. O efeito do corte e outras injlrias, provocadas durante as etapas
do processamento minimo, provocam um aumento na respira¢do. E essa taxa
respiratéria dos alimentos minimamente processados ¢ aumentada de 3 a 7
vezes, em relacdo ao tecido intacto (VAROQUAUX; WILEY, 1997). Assim, o
controle da respirag@o passa a ser condi¢ao essencial para obtengdo de condicdes
adequadas de armazenamento dos produtos pereciveis (CHITARRA;
CHITARRA, 2005).

Ainda segundo Chitarra e Chitarra (2005), de um modo geral, a taxa de
respiragdo € indicativa da rapidez com que as mudancas de composi¢do ocorrem.
A vida util de diferentes tipos de frutas e hortalicas, em geral, varia
inversamente com a taxa de respiracao.

A fim de estender a vida util de frutas frescas, muita investigacdo tem
incidido sobre a utilizagdo de equipamentos de refrigeragdao (BAI et al., 2009),
agentes antiescurecimento (SON; MOON; LEE, 2001), revestimentos
comestiveis (ROJAS-GRAU; SOLIVA-FORTUNY; MARTIN-BELLOSO,
2009), tratamentos quimicos de imersdo (BICO et al.,, 2009) e atmosferas
controladas (GORNY et al., 2002; OMS-OLIU et al., 2008). Embora alguns
desses tratamentos sejam eficazes, as frutas respondem diferentemente aos
diversos tratamentos fisicos e quimicos. Portanto, ¢ imperativo que uma

combinagdo razoavel de varias técnicas de prolongamento seja determinada para
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o aumento da conservagdo de frutas e hortaligas minimamente processadas
(BICO et al., 2009).

Muitos trabalhos tém sido realizados com a finalidade de estender a vida
util de produtos minimamente processados. Objetiva-se, neste estudo, porém, a
avaliacdo de métodos rapidos e ndo destrutivos para a andlise de frutas e
hortalicas minimamente processadas, com utilizagdo de tratamentos estatisticos

para melhor interpretagdo e exploragao dos resultados obtidos.

2.4 Métodos ndo destrutivos na analise de alimentos

Os frutos sdo classificados manualmente ou automaticamente de acordo
com o tamanho, coloragdo e defeitos de superficie. No entanto, os teores de
matéria seca, solidos soluveis, acgucares, acidez titulavel e firmeza sao
importantes atributos de qualidade internos. A maioria das técnicas
instrumentais para medir essas propriedades ¢ destrutiva, e envolvem uma

quantidade consideravel de trabalho manual.

Apesar da relevancia dos atributos de qualidade para a industria de
alimentos, sua quantificagdo ainda consome tempo e requer muito trabalho: os
solidos soluveis sdo facilmente determinados por refratometria, mas os so6lidos
totais sdo quantificados pela secagem em estufa sob vacuo, um processo que
demora cerca de 4 h. A acidez total ¢ normalmente determinada por titulagdo
utilizando fenolftaleina como indicador, mas a determina¢do exata do ponto
final ¢ dificil em alguns casos, devido & cor de alguns alimentos e pela
identificacdo exata do ponto final de viragem do pH com o ponto
estequiométrico da reagdo. Os acucares, os acidos organicos, dentre outros
nutrientes, sdo individualmente determinados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia ou cromatografia gasosa, uma técnica que exige uma quantidade

consideravel de solventes organicos. Além disso, a andlise requer tempo e
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trabalho, pois necessita de uma etapa de purificacdo da amostra antes da andlise
(CHAVES-SERVIN; CASTELLOTE; LOPEZ-SABATER, 2004; GOULD,
1992; SALUNKHE; KADAM, 1998).

Para resolver problemas analiticos como os acima referidos, os quimicos
tém aliado técnicas rapidas e ndo destrutivas com énfase a espectroscopia no
infravermelho e métodos quimiométricos de calibragdo. Dentre os métodos nao
destrutivos aplicados a agricultura, a espectroscopia no infravermelho (IR) ¢
provavelmente um dos mais estudados.

Outro método que tem apresentado grande avango em andlises de
qualidade em frutas e hortalicas ¢ uma nova tecnologia baseada na interpretacao
de um fendomeno 6ptico que ocorre quando o fruto € iluminado por luz coerente,
como ¢ o caso do laser, o qual produz um fendmeno de interferéncia optica,
referido como biospeckle. O biospeckle tem sido utilizado para caracterizar,
monitorar e avaliar pardmetros de qualidade em amostras alimentares. Trabalhos
para monitorar a atividade (BRAGA JUNIOR et al., 2003), e a presenga de
fungos em sementes (BRAGA JUNIOR et al., 2005), danos em frutos
(PAJUELO et al., 2003), monitoramento da qualidade de laranja (RABELO,
2000) e maturagdo de laranjas (RABELO; BRAGA JUNIOR; FABBRO, 2005),
amadurecimento de tomates (ROMERO et al., 2009), sélidos soluveis e firmeza
em macd (QUING; BAOPING; ZUDE, 2008) e solidos soluveis, acidez
tituldvel, firmeza e amido em diferentes cultivares de maca (ZDUNEK;

CYBULSKA, 2011) podem ser exemplos do uso dessa metodologia.
2.5 Interacéo da luz com o tecido vegetal
Os tecidos biologicos possuem como unidade elementar a célula, a qual,

por sua vez, ¢ subdividida em organelas. As células sdo, em grande parte,

constituidas por 4gua e compostos organicos.
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Toda matéria ¢ constituida de atomos e moléculas que tém relevancia
nos fendmenos opticos. De acordo com Hecht (1987), o campo elétrico oscilante
da luz que ilumina esse tipo de material for¢a os elétrons Opticos a vibrarem em
uma frequéncia proxima a frequéncia da luz incidente. Esses elétrons excitados
emitem luz ao voltarem para seu estado fundamental. Em outras palavras, pode-
se dizer que os elétrons opticos absorvem a luz que vem em uma determinada
direcdo e a reemitem em diregdes que ndo sdo necessariamente a mesma direcdo
de incidéncia. Esse fendmeno de absor¢do seguido pela irradiagdo ¢ denominado
“scattering” (HECHT, 1987). Traduzindo para a lingua portuguesa, “scattering”

significa espalhamento ou dispersao.

A dispersdo ou "scattering" ¢ uma deple¢do da radiacdo, envolvendo
apenas uma mudanca de direcdo da radia¢do incidente e, eventualmente,
alteragdo no seu comprimento de onda, devido a reflexdes, refragoes e difragdes
em moléculas ou particulas distribuidas no material (JOYCE, 1992).

O espalhamento pode ser classificado em trés categorias, de acordo com
o tamanho das particulas do meio espalhador. Quando os centros espalhadores
apresentam dimensoes inferiores ao comprimento de onda da radiacao incidente,
tem-se o espalhamento Rayleigh. Quando as dimensdes sdo da mesma ordem ou
pouco maiores que o comprimento de onda incidente tem-se o espalhamento
Mie. Nos casos em que as dimensdes dos centros espalhadores sdo grandes,
quando comparadas ao comprimento de onda incidente, de modo que a luz
penetra no seu interior e sofre refragdes e reflexdes multiplas, o espalhamento €
dito geométrico (MALACARA; THOMPSON, 2001).

Uma célula, por si sd, pode atuar como um forte centro espalhador.
Todavia, em geral, esse espalhamento obedece ao regime geométrico, de modo
que a luz penetra na membrana e os espalhamentos dominantes ocorrem nas
estruturas internas. As dimensdes tipicas das estruturas citologicas cobrem uma

faixa bastante ampla que vai de algumas dezenas de nandmetros até alguns
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micrometros. Levando-se em conta os lasers normalmente utilizados na analise
desses sistemas, 0s quais emitem no espectro visivel ou infravermelho préximo,
a relacdo entre o tamanho dos centros espalhadores e o comprimento de onda
coloca o espalhamento celular nos regimes Mie ou geométrico. Evidentemente,
o regime Rayleigh também estd presente, aumentando consideravelmente a
complexidade dos fendmenos de espalhamento em tecidos biologicos.

Conforme Rabelo (2000), ao incidir e penetrar em um material
bioloégico, a luz laser sofre espalhamentos multiplos pelas estruturas
microscopicas presentes na superficie € em camadas subsuperficiais do tecido
analisado.

O tamanho dos elementos constituintes da célula é de grande
importancia para avaliar o efeito da interagcdo laser com a matéria bioldgica.
Erickson (1989) mostra que as unidades constituintes das células vegetais
apresentam tamanhos diversos, maiores € menores que o comprimento de onda
da luz laser (por exemplo, laser HeNe; 2=632,8 nm). O nticleo tem um didmetro
que varia de 5-20 pm, o cloroplasto 5-10 pm, a mitocondria 1-5 pm, os
ribossomas 25 nm e as enzimas 2-10 nm. A parede celular dos tecidos vegetais ¢
rigida e fina podendo atingir 30 nm de espessura. A membrana citoplasmatica
separa a célula do meio que a rodeia constituindo-se de uma fina camada de,
aproximadamente, 7,5 nm de largura localizada logo abaixo da parede celular.

O tamanho das células dos vacuolos e dos espagos entre as células é um
pouco maior do que o comprimento de onda de um laser de He-Ne. De acordo
com Bergkvist (1997), devido ao tamanho dessas partes constituintes da célula
vegetal, elas participam em Mie "scattering", enquanto que as demais partes, que
sdo menores do que o comprimento de onda do laser de He-Ne participam em
Rayleigh "scattering".

Logicamente que havera também absor¢do da luz pelo tecido vegetal,

principalmente se esse tiver muita clorofila, que absorve luz na faixa do espectro
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visivel. De acordo com o mesmo autor, em tecidos vegetais, os principais
elementos que absorvem a luz sdo a agua e a clorofila, entretanto, a 4gua absorve
mais na faixa do infravermelho por volta de 0,6 um, portanto, longe do
comprimento de onda do laser de He-Ne.

Os materiais biologicos apresentam uma caracteristica peculiar em
relagdo aos outros materiais, uma vez que os mesmos, segundo Bergkvist
(1997), apresentam-se como meios de grande dispersdo da luz. E, dessa forma,
esses materiais apresentam uma grande complexidade no que se refere a
interagdo da luz com seus diversos constituintes, amplificada pela complexa
movimentagdo interna. A complexa constituicdo dos tecidos bioldgicos acaba
sendo a base para um intrincado funcionamento biolégico que dificulta a relagao
causa-efeito. Trabalhos realizados na area de biologia tém mostrado que o
movimento ocorrido no interior das células deve-se, essencialmente, ao continuo
movimento de cloroplastos e de movimentos aleatorios de particulas (BRIERS,
1993). Em um material bioldgico hd diversos movimentos internos: trocas
gasosas, metabolismo e movimentagdo de nutrientes nas células. Esses
movimentos sofrem influéncia do movimento browniano cuja intensidade ¢
maior na direc¢do das fibras (SAKAMOTO et al., 2007).

Uma das técnicas usadas para mensurar essa movimentagdo ¢ a
espectroscopia doppler e a microscopia, porém, Muramatsu et al. (1997)
ressaltam que existem certas dificuldades na aplicagdo dessas técnicas para
mensurar o grau de deterioracdo de espécimes vivos. O mesmo autor cita ainda
que a primeira técnica ¢ muito boa para medir fluxo direcional, como o do
sangue, mas apresenta dificuldades de aplicagdo para movimentos de particulas
em dire¢des aleatdrias. J& a microscopia eletronica necessita seccionar o objeto
interferindo em seu processo vital, sendo, portanto, um processo destrutivo.

Muramatsu et al. (1997) afirmam que a técnica de correlagdo de speckle

tem se mostrado uma excelente alternativa aos métodos anteriores para estudo
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da atividade biologica para revelar o movimento aleatdrio intercelular, além de
ser um teste ndo destrutivo e em tempo real. Essa movimentagdo, proveniente da
atividade metabdlica, pode ser maior ou menor, dependendo do estado de
maturagdo, crescimento ou deterioracdo do material bioldgico, bem como da

quantidade de agua, temperatura e ilumina¢do (RODRIGUES, 2003).

2.6 O laser- consideraces gerais

A luz laser (Light Amplification by the Stimuled Emission Radiation) ¢
um tipo de radiacdo eletromagnética que apresenta um comprimento de onda
bem definido (monocromaticidade), alta poténcia, coeréncia espacial e temporal,
além de alta direcionalidade (HECHT, 2002). As caracteristicas especiais da luz
laser tém despertado os pesquisadores para a potencialidade de sua aplicacdo em
investigagdes cientificas e na industria e sdo descritas abaixo, segundo Bagnato

(2008).

O laser ¢ coerente, pois a radiacdo ¢ espacial e temporalmente coerente
(as ondas sucessivas da radiacdo estdo em fase e os trens de onda t€m todos a
mesma direcdo ¢ 0 mesmo comprimento de onda).

A luz de um laser ¢ monocromatica, ja que a energia do foton
estimulante e a energia do féton emitido sdo as mesmas. Portanto, ao se verificar
o espectro do laser, vé-se apenas faixa estreita, mostrando que ela é composta de
apenas um comprimento de onda, enquanto uma fonte de luz incandescente, por
exemplo, ¢ formada por varios comprimentos de onda.

O feixe resultante é bastante estreito e todo feixe propaga-se na mesma
dire¢do, havendo um minimo de dispersd@o. Essa caracteristica, de alta
direcionalidade, é extremamente importante para uma série de aplicagdes, pois 0

feixe de luz coerente se concentra-se numa area pequena ¢ bem definida.
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Outra caracteristica da luz laser é o fato de que a poténcia do feixe laser
pode ser extremamente grande, ao contrario das fontes de luz convencionais.
Sua poténcia pode atingir ordens de tera Watt (10'2 W).

Por suas propriedades especiais, o laser hoje ¢ utilizado nas mais
diversas aplicagcdes: médicas (cirurgias, tratamento de cancer, bioestimulagao,
regenerador e analgésico), industriais (cortar metais, medir distancias,
soldagens), pesquisa cientifica (pingas oOpticas, hidraulica, fisica atdmica, dptica
quantica), comerciais (comunicagdo por fibras Opticas, leitores de codigos de
barras), e mesmo em nossas casas (aparelhos leitores de CD e DVD)
(BAGNATO, 2008).

Sdo wvarios os tipos de lasers disponiveis, mas, normalmente, as
caracteristicas de interesse que os diferenciam sdo: a poténcia, o comprimento de
onda bem definido, o diametro do raio, a divergéncia e, principalmente, a
coeréncia. A elevada intensidade e a grande direcionalidade do feixe de um laser
o torna interessante para um grande numero de aplicagdes. Todavia, ¢ a
coeréncia que permite a observagao e a utilizagdo do fenomeno do speckle como
base para o monitoramento da dindmica de processos presentes nos objetos

1luminados.

2.7 Biospeckle laser

Quando um objeto ¢ iluminado pelo laser, ocorre a formacdo de uma
figura de interferéncia devido ao espalhamento provocado pela constituigdo
fisica da matéria desse objeto. Essa figura é denominada de speckle (HECHT,
2002).

O termo, em inglés, speckle se refere-se ao “granulado” presente nas
imagens que se formam a partir da interferéncia dos raios que retornam da

superficie iluminada por luz coerente. Esse espalhamento ¢ resultado da rapida
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absorcao e reemissdo da energia do campo eletromagnético da luz pelos dtomos
do material (HECHT, 2002). A Figura 1 apresenta trés imagens de diferentes
speckles formados por uma folha de papel, vidro e semente de milho. Esse
padrdo resulta do fenomeno fisico de interferéncia entre os raios luminosos
refletidos pelos elementos dispersores presentes nas superficies mostradas. A
forma da distribuigdo desses grios que aparecem na imagem de speckle diz
respeito a distribui¢do dos dispersores presentes na superficie, e/ou proximos a
ela. Ou seja, a imagem do speckle armazena informac¢des sobre o material
iluminado e, com tratamentos adequados, ¢ possivel extrair essas informagoes e

aplica-las em um processo de avaliacao.

Semente de Milho

Folha de papel

Figura 1 Imagem de speckles
Fonte Cardoso (2011)

Caso os elementos espalhadores/dispersores (estruturas microscopicas
do material iluminado) encontrem-se em movimento, o padrao de interferéncia

formado também sera dindmico e suas caracteristicas estardo correlacionadas
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com as propriedades dindmicas da superficie iluminada. O speckle ira variar com
o tempo, originando como resultado um fervilhamento, conhecido por speckle
dindmico, ou biospeckle, se a superficie em questdo for de origem bioldgica.
Nesse caso, € possivel avaliar o grau de atividade biologica da superficie através
das caracteristicas dindmicas do biospeckle.

O grau de atividade bioldgica da superficie iluminada pode ter diversas
origens como nivel de maturagdo, deterioragdo, crescimento, metabolismo,
quantidade de 4gua, temperatura, dentre outros (RABAL; BRAGA JUNIOR,
2008).

Briers (1993) afirma que o padréo de speckle observado ¢é resultante da
superposi¢do de dois diferentes padrdes, sendo esses, os speckles grandes,
provenientes do espalhamento superficial os quais sdo fortemente dependentes
do angulo de incidéncia e sdo modulados por speckles pequenos, produzidos
pela luz que vem do interior do material, os quais apresentam uma dependéncia
muito fraca do angulo de incidéncia.

Quando o speckle é formado por luz espalhada por particulas que se
movem, ele ¢ modulado por esse movimento. Isso produz uma variagdo no
padrao temporal do speckle. O speckle é um fendmeno muito complexo, e de
dificil modelagem. Quando a luz penetra em um material, ela é espalhada em
todas as dire¢des possiveis antes de retornar a superficie, o que torna impossivel
reconhecer, estudar e isolar cada elemento que espalha a luz.

O fenomeno em questdo, resultado da interferéncia entre os diversos
feixes que iluminam o objeto, era considerado como ruido e empecilho para os
estudos Opticos. Os estudos para eliminar tal acontecimento resultaram em seu
maior conhecimento ¢ descoberta de novas utilidades para o mesmo (BRAGA
JUNIOR, 2000).

Uma das grandes vantagens do biospeckle sobre as técnicas Opticas mais

tradicionais reside na relativa simplicidade e baixo custo de sua montagem
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experimental. Essencialmente, os equipamentos requeridos consistem em um
laser (cuja poténcia em geral ndo necessita ser elevada), um dispositivo CCD de
média resolucdo, lentes objetivas e/ou expansoras e, eventualmente, espelhos e
polarizadores, e um computador. As Figuras 2A e 2B mostram dois tipos de

montagem que pode ser feita para analise por biospeckle em amostras vegetais.

Computador
A
Filtro
Espacial Chmera
CCD B
LASER )

Y= Lente

Filt * ubijetiva

da r Lente !
. limadn
Densidade neutra colmadara

Figura2 Esquema basico da montagem experimental com propagacdo em
espago livre e speckle obtido por reflexdo (A) e arranjo experimental
para observagdes no plano da imagem e speckle obtidos por
transmissao (B).
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A andlise visual do fenémeno permite apenas observar um
fervilhamento. Para que o biospeckle seja quantificado, capturam-se imagens em
pequenos intervalos de tempo e aplicam-se tratamentos matematicos e
estatisticos por meio de diversas técnicas de processamento de imagens

(RABAL; BRAGA JUNIOR, 2008).

2.7.1 Meétodos de analise do biospeckle laser

Sao varios os métodos de analise do speckle dindmico, que podem ser
divididos em dois tipos: numéricos e graficos. A andlise numérica ¢
recomendada para materiais homogéneos, ou seja, materiais que mantém, em
todas as suas regides, o mesmo nivel de atividade, como ¢ o caso nas analises
com sémen animal e vegetais minimamente processados. Entre os métodos de
analise numérica se destacam-se o Momento de Inércia, o Método do Contraste,
e o da Autocorrelagdo.

As analises graficas sdo recomendadas para amostras de areas
heterogéneas em relagdo ao nivel de atividade presente, quando se deseja mapear
areas de atividade em um tecido. Na analise do speckle dindmico, as principais
técnicas utilizadas sdo Fujii (FUJIL et al., 1987), Diferengas Generalizadas
(ARIZAGA et al., 2002) e contraste de Briers (também chamado de Lasca)
(BRIERS, 1975).

2.7.1.1 Historia temporal dos padrdes de speckle
Para obter informacoes de niveis de atividade em um material iluminado

pelo laser, uma ferramenta util ¢ a matriz da Historia Temporal dos Padroes do

Speckle (THSP do inglés “Time History Speckle Pattern”) ou também chamada
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de Spatial Temporal Speckle (STS), representado por uma figura que indica em
tons de cinza os niveis de atividade dos pixels, ao longo do tempo.

Oulamara, Tribillon e Duvernoy (1989) propuseram um método para a
visualizagdo da evolugdo temporal de padrdes speckle, e que parcialmente
preserva as informagdes espaciais da amostra. De acordo com esse método, um
registro da historia temporal é feito em uma imagem bidimensional denominada
THSP. Assim, quando imagens sucessivas do speckle sdo obtidas ao longo do
tempo, obtém-se a variacdo temporal e espacial de cada pixel. A construgdo do
THSP consiste na aquisi¢do de uma linha na mesma posicdo das imagens
capturadas, que pode ser uma linha horizontal ou uma coluna, normalmente na
regido central das imagens para se evitar efeitos de borda. Cada uma dessas
linhas ¢ colocada lado a lado e sequencialmente em uma mesma imagem,
formando o THSP (COSTA et al., 2010). Dessa maneira, a primeira linha do
THSP corresponde a linha registrada no primeiro instante. A segunda linha
corresponde a mesma fila de pixels registrada no segundo instante, e assim
sucessivamente até compor uma nova imagem na qual fica registrada a evolugao
temporal de uma fileira de pixels do padrdo. Nesse caso, na direcdo horizontal
fica registrado um conjunto de pixels que correspondem a distribui¢do espacial
do padrdo e na vertical, a evolu¢ao temporal desses pixels ao longo de instantes
sucessivos. A Figura 3 apresenta de forma ilustrativa, o processo de construgao
do THSP.

Por exemplo, se forem usadas fileiras com 480 pixels, registradas

durante 480 instantes sucessivos, os THSP finais possuirdo 480x480 pixels.
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Figura 3 Constru¢do do THSP: A fila central é registrada em instantes
sucessivos e colada em uma nova imagem.

Na Figura 4 sdo apresentados dois THSP construidos com padrdes
speckle espalhados, respectivamente, a partir de uma superficie estatica e de uma
regido recém-pintada. O padrido estdtico apresenta pequenas variagdes de
intensidade, de modo que o nivel de cinza de cada pixel varia muito pouco ao
longo do tempo (direcdo vertical). Por outro lado, no processo de secagem de
tinta (SILVA, 2000), percebe-se uma alta atividade no inicio, com a evaporagao
do solvente, e rapidas variagdes nas intensidades dos pixels. A medida que a
tinta seca, tais variagdes tornam-se mais lentas e o THSP tende a apresentar

barras verticais paralelas, tais como vistas na situagao estatica.
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Figura 4 THSP de uma superficie estatica (A) e de um processo de secagem de
tintas (B)

A imagem de THSP fornece apenas a informagao visual da atividade da
superficie, sendo possivel identificar apenas se a superficie possui ou nio
atividade, mas ndo permite quantifica-la. Pensando nisso, foi desenvolvido o
procedimento de geracdo de matriz de ocorréncia (MOC) a partir de imagens de
THSP (ARIZAGA; TRIVI; RABAL, 1999). A MOC ¢ uma matriz que propicia
trabalhar com as intensidades dos pixels da imagem de THSP para extrair
informagoes contidas neles.

A variavel de interesse ¢ o tempo, de forma que os N valores de
ocorréncia indicam quantas vezes um valor de intensidade i ¢ seguido no
proximo intervalo de tempo por um valor de intensidade j no THSP. Caso a
intensidade ndo se altere com o tempo, os Unicos valores ndo nulos da matriz de
ocorréncias pertencerdo a sua diagonal principal, caracterizando um material de
baixa atividade. Se um material apresenta muita atividade, as intensidades
apresentardo mudancas e comecardo aparecer valores de ocorréncias ndo nulos
fora da diagonal principal chegando, em alguns casos, a formar uma nuvem em
torno dela.

A Figura 5A representa o THSP de uma amostra de baixa atividade

enquanto a Figura 5B representa a matriz de ocorréncias correspondente. Para
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uma amostra que apresenta um nivel elevado de atividade, pode ser observado

na Figura 5C seu THSP e na Figura 5D a matriz de ocorréncias correspondente.

Figura 5 THSP baixa atividade (A), Matriz de ocorréncia (MOC) de baixa
atividade (B), THSP de alta atividade (C) e MOC de alta atividade (D).

As diferengas de atividade entre as duas amostras podem ser observadas
comparando-se as Figuras 5A e 5C e também as Figuras 5B e 5D. Os valores
ndo nulos que se encontram fora da diagonal principal representam mudangas de
intensidade, ou seja, quanto mais espalhada ¢ a matriz, mais ativa ¢ a amostra e
quanto mais concentrado em torno da diagonal principal, menor ¢ a atividade.
Essa diferenca ¢ bem evidente ao se fazer uma inspe¢ao visual, portanto, deve-se

buscar uma maneira de quantifica-la numericamente.
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Uma maneira de quantificar a medida da dispersdo dos pontos em torno
da diagonal principal é por meio do célculo do “momento de inércia” da matriz.
Esse calculo ¢ aplicado na matriz de ocorréncias constituindo um modulo de
dispersdo de intensidades (MDI), também referido na literatura como momento
de inércia da imagem (MI).

O célculo do MI depende diretamente dos valores da MOC. Quanto mais
os valores da MOC se afastam da diagonal, maior influéncia no valor final de
MI. Os valores que estdo na diagonal da MOC ndo influenciam nos valores do
MI, pois se anulam.

Assim, uma imagem com baixa atividade ird apresentar uma
concentragdo de valores na diagonal da MOC que irdo gerar um valor de MI
muito baixo. Ja para o caso da alta atividade, os valores estdo mais dispersos na
MOC. Isso faz com que os valores de MI aumentem a medida que os valores da

MOC ficam mais afastados da diagonal.

2.8 Anélise no dominio da frequéncia

A abordagem dos sinais do biospeckle tem sido realizada também no
dominio da frequéncia como apresentado por Braga Junior et al. (2007),
Passione et al. (2005) e Passione, Rabal e Arizmendi (2004), por que utilizaram
a transformada de wavelets para isolar fendmenos através da filtragem de faixas
de frequéncias.

A analise de wavelets, baseada em escalas, pode ser definida como uma
evolugdo da analise de Fourier, baseada em frequéncias, pois a verificagdo de
sinais, utilizando variacdo de escala, demonstrou ser menos sensivel a ruidos,
bem como capaz de identificar variagdes das frequéncias em um mesmo sinal.
Segundo Misiti et al. (2005), a andlise de wavelets permite a utilizagdo de

intervalos longos de tempo para encontrar as informag¢des de baixa frequéncia e
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intervalos curtos de tempo nos quais estdo localizadas as informagoes de altas
frequéncias.

Uma maneira eficiente de aplicar esta transformada ¢é através de filtros,
técnica desenvolvida por Mallat (1989), em que se tem a decomposi¢do das
wavelets implementando a analise multirresolu¢do. A analise multirresolugdo ¢é
uma técnica que permite analisar sinais em multiplas bandas de frequéncias
(SHENG, 1996).

Quando observamos as imagens, geralmente vemos regides vinculadas
por niveis de intensidade similares, que se combinam para formar objetos. Se os
objetos forem pequenos ou de baixo contraste, normalmente os analisaremos em
altas resolugdes; se forem grandes ou de alto contraste, basta uma visdo
grosseira. Se objetos tanto pequenos quanto grandes — ou objetos de baixo e alto
contraste — estiverem presentes simultaneamente, pode ser interessante analisa-
los em varias resolucdes. Essa, claro, ¢ a motivagdo fundamental do
processamento multirresolugdo, base da transformada de wavelet (GONZALEZ;
WOODS, 2010).

Uma das caracteristicas da transformada de wavelets é sua capacidade de
abrir o sinal nas diversas frequéncias que o compdem em relacdo ao dominio do
tempo e permitir a reconstrucdo desse de forma integral, ou sem as faixas de
frequéncias que se desejam filtrar. Essa caracteristica torna a transformada de
wavelets uma flexivel ferramenta para filtragem.

A transformada de wavelets tem sido utilizada para analisar o speckle
dindmico no dominio da frequéncia tanto por analises numéricas e graficas Um
exemplo da andlise no dominio da frequéncia é o trabalho com sementes
apresentado por Cardoso et al. (2011), que utilizaram a técnica para diferenciar
as areas mais ativas e encontrar a frequéncia com que certos fendmenos atuam
no material. A Figura 6 a seguir, exemplifica essa técnica, em que a

transformada de wavelets foi aplicada pixel a pixel, sendo que cada imagem ¢
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resultado do processamento de Fujii, em um conjunto de 128 imagens que foram

reconstruidas em bandas de frequéncias especificas. A direita estd a imagem de

referéncia, a qual ndo foi processada com wavelets.

Imagem de
referéncia

4,02-3,71Hz 3,40-3,09Hz 3,09-2,78Hz 2,47-2,17Hz

2,17-1,86Hz  1,85-1,55Hz  1,55-1,24Hz  1,24-0,93Hz  0,93-0,62Hz  0,62-0,31Hz 0,31-0Hz

Figura 6 Resultado do processamento usando wavelets para semente de milho
Fonte Cardoso et al. (2011)

Tanto na andlise numérica quanto na grafica, a faixa maxima de
frequéncia que podemos visualizar estd relacionada com a taxa de aquisi¢do de
imagens pelo teorema da amostragem. No caso da taxa de 0,08 segundos a
frequéncia maxima ¢ 6,25 Hz. O nimero de bandas de frequéncia que se pode
ter esta relacionado com o niimero de imagens. No caso de 128 e 64 imagens,

temos um total de 25 e 21 bandas de frequéncia respectivamente.
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2.9 Estudos com biospeckle laser

Duprat et al. (1995) utilizaram um laser de diodo de 1 mW de poténcia e
comprimento de onda de 670 nm para avaliar o grau de maturagdo de espécimes
de uma variedade de magds (Golden Delicious). O laser incidia diretamente na
superficie do fruto e uma camera capturava a imagem da area iluminada. Nesse
trabalho, os autores mostraram que o tamanho dessa area iluminada na imagem
(“spot” luminoso) aumentava & medida que os frutos iam amadurecendo.
Também ¢ relatado nesse trabalho que existe uma correlagdo negativa ndo linear
entre o “spot” e o indice de firmeza medido por um penetrémetro. Em outras
palavras, quanto maior era o “spot”, menor era a firmeza, ou seja, maior era o
grau de maturacao.

Viérios estudos tém sido desenvolvidos em alimentos utilizando a técnica
do biospeckle laser. Em estudos de aplicagdo do biospeckle em sementes, por
exemplo, encontram-se na literatura trés linhas principais de estudo sendo elas
relacionadas com avaliagdo de teor de agua, diferenciacdo dos niveis de
atividade e detecg@o de patogenos (ARIZAGA; TRIVI; RABAL, 1999; BRAGA
JUNIOR, 2000; BRAGA JUNIOR et al., 2005; CARDOSO et al., 2011; ENES,
2005; MOREIRA et al., 2002; RODRIGUES et al., 2005).

O trabalho realizado por Ribeiro et al. (2004) utilizou esta técnica para
tratar da mobilidade molecular em biscoitos de polvilho. A técnica foi usada
para avaliar a mobilidade molecular em amostras de biscoitos acondicionados
em ambientes com diferentes niveis de umidade relativa. Dependendo da taxa de
absor¢do e da umidade do ambiente onde o biscoito é armazenado, este pode
sofrer amolecimento, que ¢ refletido numa variagdo das caracteristicas dinamicas
do biospeckle. Quanto maior a atividade na superficie do objeto iluminado,

maior sera o “amolecimento” da superficie do biscoito. Segundo os autores, a
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técnica do biospeckle conseguiu detectar as mudangas na mobilidade molecular
em biscoitos com diferentes formulagdes e componentes.

Em vegetais, respostas interessantes podem ser obtidas pela técnica do
biospeckle laser, pois o grau de atividade biologica da superficie iluminada pode
ter diversas origens como nivel de maturacdo, deterioragdo, crescimento,
metabolismo, quantidade de agua, temperatura, dentre outros (RABAL; BRAGA
JUNIOR, 2008).

Muitos trabalhos na literatura abordam o uso de biospeckle no
monitoramento do processo de senescéncia de tecidos vegetais de frutas e
hortaligas inteiras (RABELO, 2000; SILVA; MURAMATSO, 2006).

Silva (2007) monitorou trés folhas de seringueira, em estagios distintos
apos a colheita (Figura 7). Os THSPs foram analisados através de matrizes de
co-ocorréncias e os resultados podem ser vistos na Figura 7.

A primeira folha (verde), recém colhida, apresentou THSP com elevado
nivel de atividade e com pontos bastante dispersos em torno da diagonal
principal. Na segunda folha (amarelada) essa situacdo se reduziu, indicando
diminui¢do da atividade, com os pontos se condensando ao redor da diagonal, e
finalmente na folha seca o padrdo temporal constitui-se por barras verticais
paralelas com elevado nivel de concentracao dos pontos em torno da diagonal na
matriz de co-ocorréncia. Os momentos de inércia, também foram calculados e
indicaram a queda progressiva de atividade, apresentando os valores de 380,9;
265,6 e 5,3 para as folhas verde, amarela e seca, respectivamente (SILVA,

2007).
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Folha THSP Mairiz de co-ocorréncias

Figura 7 Histéria Temporal dos Padrdes de Speckle (THSP) e matriz de co-
ocorréncia de folhas de seringueira

Fonte Silva (2007)

Outra grande potencialidade do biospeckle é seu emprego no
monitoramento de lesdes fitopatologicas causadas por microrganismos (fungos,

bactérias, dentre outros) em vegetais (BRAGA JUNIOR et al., 2005).

Ao longo das ultimas décadas, muitos projetos de pesquisa em todo o
mundo comecaram a desenvolver técnicas adequadas para a avaliagdo ndo-
destrutiva das propriedades de frutas. Pajuelo et al. (2003) e Rabelo, Braga
Junior ¢ Fabbro (2005) sugeriram utilizar a técnica do biosepckle para analisar o
bruise em magds e o monitoramento da qualidade de laranjas, respectivamente.
Entre outros, Qing, Baoping e Zude (2007, 2008) analisaram o teor de sélidos
soluveis e firmeza de maca. Zude, Speinelli e Torricelli (2008) propuseram o uso
da luz dispersada em conjunto com espectroscopia de onda continua para

calibrar analises ndo-destrutivas de pigmentos em alimentos. Romero et al.
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(2009) aplicaram o biospeckle laser para avaliagdo do estadio de
amadurecimento de tomates. Mais recentemente, Zdunek e Cybulska (2011)
estudaram a relagdo da atividade do biospeckle com a firmeza, com o teor de
solidos soluveis, acidez titulavel e teor de amido durante o armazenamento de
sete cultivares de magéd. Costa (2011) mostrou que a técnica do biospeckle laser
associada ao momento de inércia é uma ferramenta capaz de predizer a
ocorréncia de internal bruising ainda em momentos de ndo identificagdo visual
do escurecimento em batatas apds impactos mecanicos controlados. O momento
de inércia foi utilizado diferenciar batatas saudaveis de batatas que sofreram

algum tipo de impacto e, portanto, tenderiam a desenvolver injarias internas.

3. CONSIDERACOES FINAIS

Os principais métodos analiticos para a avaliagdo da qualidade dos
alimentos ou determinagdo de suas propriedades fisico-quimicas utilizam as
técnicas de cromatografia gasosa, cromatografia liquida de alta eficiéncia,
espectrometria de massas, espectrofotometria na regido ultravioleta e visivel,
absor¢do atdmica e ainda os métodos classicos como os métodos volumétricos
ou gravimétricos que ainda continuam sendo muito utilizados nos dias de hoje
para as determinagdes das propriedades dos alimentos.

As analises convencionais para avaliagdo de qualidade de alimentos
empregam muitos testes fisicos e quimicos que despendem muito tempo,
consomem muitos reagentes quimicos, necessitam de equipamentos e mao-de-
obra especializada.

Devido a concorréncia do mercado, exige-se cada vez mais o controle
das etapas de producdo, e portanto, o controle da qualidade por meio de diversos
atributos e abordagens com destaque para as ndo destrutivas. As principais

vantagens em uma analise baseada no biospeckle laser sdo o baixo custo dos



40

equipamentos, a rapida implementagdo e a analise computacional dos resultados.
Erros humanos na etapa de analise, causados por interpretacdes pessoais e/ou
falta de experiéncia com o método podem ser evitados ja que tal etapa é
automatizada. Entretanto, mesmo com essas caracteristicas, métodos que
utilizam padroes speckle sdo pouco empregados. As possibilidades de
interdisciplinaridade sdo imensas e as aplicagdes na agricultura ¢ na analise de
alimentos sdo grandes, fato este que, nos dias atuais, torna-se altamente

relevante.
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ABSTRACT

For consumers, fresh-cut fruits and vegetables are a highly convenient product
and a healthy source of fresh food that has nutritional and sensory characteristics
similar to those of intact products. In this paper, a non-destructive method for
analysis of fresh-cut fruit and vegetables is described. The biospeckle laser
technique is based on the optical phenomenon of interference generated by a
coherent light interacting with biological materials or dynamical systems.
Although many publications on this technique’s biological applications have
reported that biospeckle activity corresponds to the activity of biological
samples, there is some difficulty in determining the correlation between a
particular phenomenon and the activity observed. In this study, we evaluated the
use of biospeckle data in measuring the physiological properties of fresh-cut
carrots stored at two temperatures, 0 °C and 10 °C. In conjunction with this, the
moisture content, respiration rate, water activity, and mass loss changes were
monitored using traditional analytical methods in order to evaluate the possible
correlation of the biospeckle data with any of these phenomena, with or without
the use of frequency signatures. The results showed that only by removing the
high frequencies could the manifestation of the water in the monitored activity
be isolated, thus allowing the activity manifested in the material to be linked to a
specific phenomenon such as respiration. We were therefore able to monitor the
respiration process in fresh-cut carrots, as well as assign a spectral signature to

their water content and respiration.

Keywords: Biospeckle laser, Wavelet transform, Water activity, Respiration
rate, Fresh-cut, Carrots.
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1 Introduction

Fresh-cut fruit and vegetables have recently become more popular in
response to the increasing demand by consumers for fast preparation or ready-
to-eat food (Koukounaras et al., 2008), and also in response to the health
benefits associated with a diet rich in fruits and vegetables. Several studies have
been conducted to investigate the shelf life of fresh fruits and vegetables using
chemical, physical, and microbiological methods (Corbo et al., 2006), and even
mathematical models, to estimate the stability of these products’ microbial,
chemical, and sensory qualities (Montero-Calderon et al., 2008). These
approaches, however, are expensive, slow, and require considerable analytical
skills. Quick, non-destructive methods of assessing the ripening, quality, and
senescence of food products have recently become increasingly important,

particularly those involving optical techniques.

An optical method that is emerging as a tool for the non-destructive
and non-invasive measurement of food quality is based on the interpretation of
the optical phenomena that occur when coherent light is focused on a sample.
When the light of a laser reaches a material that exhibits some kind of activity,
this creates changes in the light scattering, producing an interference
phenomenon that is referred to in the literature as biospeckle or dynamic
speckle.

The measurement of a given activity based upon biospeckle data can
be performed by means of graphical and numerical outputs, depending upon the
application and the characteristics of the illuminated material. One numerical
approach to the analysis of images via the laser illumination of tissues consists
of creating a space time speckle (STS) pattern, as suggested by Oulamara et al.
(1989) and Xu et al. (1995), an approach that is also known as a Time History of
Speckle Pattern (THSP) (Arizaga et al., 1999). The THSP thus represents the
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variation, in time, of the activity in the region of a biospeckle pattern formed by
the projection of a laser beam onto the material under analysis. The Inertia
Moment (IM) technique, presented by Arizaga et al. (1999), has been used as a
reliable technique for numerically quantifying this activity by means of the
THSP image, returning a dimensionless number that indicates low or high
activity of the materials monitored.

Several studies have been developed with regard to foods and in plants
that employ the technique of biospeckle laser, such as its application to seeds,
for example, to measure their water content measurement or to detect fungi
(Arizaga et al., 1999; Braga Jr., 2000; Moreira et al. 2002; Rodrigues et al.,
2005; Braga Jr. et al., 2005). In vegetables, interesting insights can be obtained
by the biospeckle laser technique, since the degree of biological activity of the
illuminated surface can have various origins, such as the food’s level of
maturity, decay, growth, metabolism, water content, and temperature, among
others (Braga and Rabal Jr., 2008). Works using a biospeckle laser have been
developed in order to analyze bruises in apples (Pajuelo et al., 2003), and the
soluble solids and firmness of apples (Zude et al., 2006, Qing et al., 2007), to
monitor the quality of oranges (Rabelo et al., 2005), assess tomato ripening
(Romero et al., 2009), and analyze the pigments in foods (Zude et al., 2008).
Other such works have focused on analyzing the process of senescence in plant
tissues, fruits and vegetables (Silva and Muramatso, 2006), and even to correlate
the biospeckle activity of the chlorophyll content in apples (Zdunek and
Herppich, 2012).

The routine methods that have been proposed in order to analyze such
activities using biospeckle are based on the summation of many contributions
related to a wide range of phenomena. Thus, these traditional approaches lack

the ability to separate or isolate a particular feature.
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A means of investigating the further separation of signals with the use of
spectral ranges has been considered a feasible alternative (Sendra et al. 2005)
that can be improved by the use of wavelet transform (Limia et al. 2002; Passoni
et al., 2005). The advantage of wavelet transform, as associated with the IM
method, is its ability to represent an activity by filtering only the desired signal,
which gives the signature of the biological phenomena being studied. Braga Jr.
et al. (2007) showed that it was possible to isolate certain features by using the
frequency domain, particularly through the wavelet transform.

Braga Jr. et al. (2007) presented the results of an analysis of biospeckle
data using wavelet transformations, coefficient filtering, and reconstruction in a
novel approach to increasing the information obtained. The data used were from
two distinct biological investigations - of crop seeds and of animal sperm - and
in the latter case, the results showed that filtering made it possible to identify the
effects of dilution of the sperm sample, allowing for the isolation of nuisance
covariates. Recently, Cardoso et al. (2011) used wavelet transform to create
maps of the frequency of biological materials, of maize and bean seeds in
particular, in an effort to isolate water activity. Wavelet transform was then used
in conjunction with traditional biospeckle laser methods, Fujii, Generalized
Differences, and Time History Speckle Patterns. The data analysis allowed for
the access of information at different frequencies, making it possible to map
activities that only occur within certain ranges in the seeds, and that are
associated with particular areas. These results confirmed that the work made it
possible to identify the frequency bands at which water activity may be taking
place, thus creating a signature that could be useful in further works.

The current search for scientific and technological resources that have
lower cost and broad applicability is intense. Due to the complexity of biological
materials, it is necessary to develop research processes that ensure greater

efficiency in isolating areas of different activities in the same material using
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biospeckle. The possibility of creating frequency markers related to physical or
chemical phenomena during biospeckle laser monitoring opens the way for
important applications in the analysis of biological materials (Cardoso et al.,
2011). The same issue was raised by Kurenda et al. (2012) in a recently
published study, in which the authors evaluated the effect of temperature on the
activity of biospeckle, and reported that the phenomenon arises mainly due to
biochemical metabolic processes. The authors further described the need to
determine whether the biological results of biospeckle activity are valid in
comparison to actual physiological processes, and not only to the theoretical
data, as was the case in their work.

Taking up this issue, this study sought to identify different physiological
phenomena in fresh-cut carrots stored at different temperatures, using the laser
biospeckle technique in association with spectral approaches, in order to isolate

particular phenomena, such as respiration and those related to water.

2 Materials and Methods
2.1 Samples

Carrots (Daucus carota L.) were purchased at a local market and were
then washed in water with detergent, sanitized in a solution of sodium
hypochlorite 100 mg.L™" for 15 minutes, and dried at 18 °C. The carrots were
manually sliced in the transverse direction (5-mm thick) with a sharp stainless
steel knife. The sliced carrots were then immersed in a solution of sodium
hypoclorite 100 mg.L™" for 5 minutes. They were then packed in rigid
polypropylene (15 x 11.5 x 4.5 cm) with a hard cover made of the same
polymer. The packages containing the product were stored at 0 °C + 1 °C and 85
+ 5% RH and at 10 °C £ 1 °C and 90 £ 5% RH. The fresh-cut carrots were

analyzed at two-day intervals over a ten-day period. On each sampling day, three
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and six individual samples were used to carry out chemical and biospeckle laser
analysis, respectively.

During the assay, the temperature effect on the Inertia Moment (IM) was
examined by simulating a practical situation. The trays containing the fresh-cut
carrots were removed from cold storage and the vegetables waiting for the
lighting at room temperature. The experiment aimed to evaluate whether the
activity identified by biospeckle might be influenced by environmental
conditions prior to the illumination of the vegetables. Therefore, the vegetables
were analyzed over time, immediately after being removed from the storage
temperature, and 30 min and 60 min after being exposed to ambient conditions

(approximately 20 °C).

2.2 Analyses

« Mass loss was calculated as the difference between the initial mass of the
fresh-cut carrot obtained within the package, and the mass determined at each

storage interval, using a semi-analytical balance Mettler Model PC2000.

« Moisture content was determined by a gravimetric technique, using an oven at
105 °C, with spot checks to obtain the constant mass, according to AOAC
(2005).

« Water activity (Aw) was determined using AQUALAB equipment, Decagon
3TE model, (Decagon Devices, Inc.). The samples were placed in plastic
containers and readings were performed at a controlled temperature of 25.0 +

0.3 °C. Measurements were made in triplicate.

« Respiration rate was calculated by measuring the amount of CO, produced by
a known mass of fresh-cut carrots (approximately 80 g) that was conditioned in

hermetic glassware of known volume. This was done using the gas analyzer
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Check Point O, and CO,, PBI Dansensor. The results were expressed in

milliliter of CO, per kilogram per hour.

2.3 Inertia Moment (IM)
2.3.1 Experimental Configuration

A schematic of the experimental configuration of the backscattering that
was adopted is presented in Fig. 1. The experimental equipment consisted of a
low-power HeNe laser (10 mW, 632.8-nm wavelength), a lens assembly that
expanded the laser beam so that it covered the entire sample, a digital color
charge-coupled device (CCD) camera, and a personal computer with an image
processor. The 128 acquired images (resolution: 640 x 486 pixels; sampling
rate: 0.08 s; shutter speed: 1/60 s) were digitized to 8 bits and stored in the
memory of the computer. The angle between the laser beam and the CCD
camera was adjusted in order to obtain images with a greater contrast of images.

The analysis of the images was performed via the construction of the
Temporal History Speckle Pattern (THSP) and the Inertia Moment (IM), as
obtained according to Cardoso (2011).

—
CCD 'IE i ; L —
.= -
| Computer
Laser He-Ne U \ i
Mirror

Fresh-cut carrot

Fig. 1 Configuring the backscattering
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2.3.2 Image Processing

Figure 2 shows the steps used for IM calculation (Arizaga et al., 1999)
before filtering, and re-analysis using the same method after filtering, using the
wavelet transform as reported by Braga et al. (2007). We used 128 images of
486 x 469 pixels, and it was possible to obtain results in 25 frequency bands

between 0 and 6.25 Hz.

A IM calculation

THSP
images

filtering | | . . .
B bands reconstruction of the image IM calculation

Fig. 2 Steps used for Inertia Moment (IM) calculation without filtering (A), and
with filtering (B).

The reconstruction of the images was performed by removing one band
at a time for the signal provided by each pixel of the images. For example, band
1 (related to 6.00-6.25 Hz) was removed and the image was reconstructed with
the remaining bands (2-25). This image was called Without 6.00-6.25Hz, i.e., a
result that did not include band 1. The same procedure was adopted to exclude
each band in sequence, until band 25 (Without 0- 0.25 Hz).

An additional filtering step was performed by reconstructing the images

without the expression of the first 10 bands or the highest 10 ranges.

2.3.3. Numerical analysis

The Inertia Moment (IM) was determined using the prime method
(Arizaga et al., 1999) and a change in the normalization of the data proposed by
Cardoso (2011). The prime method of determining the IM was based on the
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THSP and the formation of the co-occurrence matrix (Arizaga et al., 1999). The

IM was then determined using Eq. 1.
M
M = Z COM. (i-j)?
NORM
1

where COM was the co-occurrence matrix, and the values of i and j were related
to the position in the THSP, with j representing the gray value in the pixels that
follows the gray value of pixel i in all the elements of the matrix represented by
the limits of the summation from 1 to M.

The NORM, in turn, represents the approach used to normalize the
COM matrix. The prime normalization makes the summation of the occurrences
in each row equal to 1, and the alternative normalization adopted here makes the

summation of all the occurrences in the role matrix equal to 1.

2.3.4. Statistical analysis

The results for the response variables evaluated were subjected to
variance analysis. The treatment means were compared using the Tukey test at
5% probability. The regression models were evaluated by the coefficient of

determination with the aid of the software Sisvar (Ferreira, 2000).

3 Results and Discussion
3.1 Analysis

The mass loss of fresh-cut carrots was separately influenced by the
factors of storage time and temperature (p < 0.05). This was observed in

increases in the mass loss over the storage period (Fig. 3A). The mass loss was
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2.13% and 1.74% for the carrots stored at 10 °C and 0 °C, respectively. The
lowest mass loss for the carrots stored at 0 °C can probably be attributed to the
combined effects of storage temperatures, humidity, and packaging, which
minimized the loss of water from the product. According Kader (2002), the main
factor responsible for mass loss is transpiration, which is closely related to the
respiration of a product. It is known that the lower the storage temperature, the
lower the respiration rate, and therefore a lower transpiration rate and

consequently a lower mass loss.

2,5 -

y=0,0219%x2-0,0251x+0,0228 A
21 R*=0,9901
S
2 1,5
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g 14
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0,5 - X
0 T T T T ]
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6 0°C
© *
= -0,167x —
y=4,9346¢ 10°C o B

R*=0,9726

Respiration rate
(mL CO,.kg'.h'!)

y=1,3019¢0-286x
R2=0,7145

0 2 4 6 8 10
Storage (days)
Fig. 3 Mean values, regression equation, and coefficient of determination of
mass loss (A), and respiration rate (B) in fresh-cut carrots stored at 0 °C and 10
°C for 10 days.
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The moisture variable was then influenced by the temperature factor.
The average moisture values were 91.55% and 90.36% for fresh-cut carrot
samples stored at 0 °C and at 10 °C, respectively.

The water activity was not influenced by the temperature or storage time
in fresh-cut carrots stored at 0 °C and 10 °C, and the mean value during storage
was 0.99.

The respiration rate was significantly influenced by the interaction
between the temperature and storage time. Fresh-cut carrots stored at 10 °C had
higher respiration rates than those kept at 0 °C, on all storage days (Figure 3B).

As shown in Figure 3B, the respiration rate of fresh-cut carrots decreased
during storage (4.45 mL CO,.kg".h" to 0.83 mL CO,.kg".h" in fresh-cut carrots
stored at 10 °C, and 3.68 mL CO,kg".h" to 0.116 mL CO,.kg".h" in fresh-
cut carrots stored at 0 °C). The high temperature storage (10 °C) maintained a
higher respiration rate during all days of storage. Also, the high temperature had
an influence on the respiration rate of the product. At 10 °C there was a decrease
in the slow respiration rate, while at 0 °C the variation of the respiration rate was
greater in the first two days, then reached an equilibrium after the second day of
storage.

According to Wills et al. (1998), the respiration rate of a product is an
excellent indicator of tissue metabolic activity, and is therefore an important
factor in determining the potential product life. The deterioration rate, i.e., the
perishability of harvested products, is usually proportional to the respiration rate

(Kader, 2002).

3.2 Inertia Moment - without filtering

The results of the preliminary experiment that was conducted show no

statistically significant difference between the IM calculated immediately after
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fresh-cut carrots were removed from the cold, and the IM obtained 30 and 60
min later. Thus, it can be said that fresh-cut carrots can be exposed to an
environment of 20 °C for 60 min without alteration of their IM.

The speckle patterns of laser light scattered in fresh-cut carrots were
measured through their quantification. From these functions we obtained the
Inertia Moment (IM), which was calculated from the normalized occurrence
matrix. These values were used as indicators of physiological activity for the
fresh-cut carrots, which were compared with other variables such as moisture
content, respiration rate, and water activity during the storage period.

In this article, the respiration rate was used as a reference for the
physiological activity in fresh-cut carrots, since, according to Kader (2002), the
respiration rate is the main post-harvest physiological process that occurs in
vegetables. The respiratory activity of fruits and vegetables is directly related to
their composition and the chemical changes that occur, in addition to the
modification of their cellular organization, the permeability of membranes, and
the transport of metabolites to the tissues, since the energy released by
respiration is used to continue the synthesis processes necessary for their
survival.

The IM was obtained from the illuminated samples just after they were
removed from cold storage. The IM was significantly influenced by the
interaction between the temperature and storage time. Fig. 4 presents the results
for the process without any filtering, in which the IM decreases in fresh-cut

carrots stored at 0 °C and 10 °C.
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Fig. 4 Mean values, regression equation, and coefficient of determination of
Inertial Moment IM in fresh-cut carrots subjected to two temperatures, 0 °C e 10
°C, and stored for 10 days.

In addition, we observed that the IM did not display the same behavior
as the physiological activity of the vegetable, based on the respiration rate, but
was strongly influenced by the water activity. The observed activity of the fresh-
cut carrots can be attributed to the water activity, and can also be explained by
the high volume of water (moisture content about 90%) in the tissue, together
with its physiological activities. The effect of moisture on IM values has been
documented in previous studies that have demonstrated its effect in increasing
the values of IM.

Once the activity promoted by the water in tissue masks the
observation of that tissue’s metabolic activities, it is difficult to identify and
compare “fresh” versus “old” tissue, and to detect internal injuries (chilling) and
the climacteric period, among other alterations that take place over time. For this
reason, the isolation of water activity in the observed data obtained using the
biospeckle technique has great significance for improving the results of

vegetable analysis.
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The results shown in Fig. 4 reveal only that the IM decreases over time,
and that the decrease was smaller in fresh-cut carrots stored at 0 °C. They do
not, however, allow for any clear interpretation of how they are physiologically
related.

The relationship between temperature and biospeckle activity was
determined recently by Kurenda et al. (2012), who found it possible to determine
only that the value of C* (a correlation coefficient used in characterizing
biospeckle activity) decreases with an increase in temperature, which indicates
that biospeckle activity increases with temperature. According to the authors, to
facilitate the practical use of a biospeckle technique, future research will need to
include the development of new methods and the improvement of existing
methods of determining biospeckle activity. Research will also need to
determine whether the biological activity resulting from biospeckle activity is
valid in comparison to real biological processes, and not only to theoretical data.

Although biospeckle technology has presented reliable results, e.g., for
seeds (Braga Jr. et al., 2003,; Braga Jr. et al., 2005,), animal sperm (Nascimento,
2005), fruits (Rabelo, 2000; Pajuelo et al., 2003,) and soap films (Tebaldi et al.,
2004), some information is lost during the procedure of obtaining just one
number that summarizes the behavior of the process. This can be a limitation
when the object being analyzed presents changes over time, or when the data
present a composition of features with distinct frequencies (Jakubauskas et al.,
2002; Yang et al., 2005).

In order to improve the existing methods of determining biospeckle
activity, we evaluated the use of wavelet transform with filtering frequencies and
reconstruction of the THSP images obtained from the biospeckle laser
technique, in order to correlate them with the physiological phenomena in fresh-

cut carrots.
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3.3 Inertia Moment - with filtering

Fig. 5 shows the IM that results from processing of the original THSP
images of fresh-cut carrots using wavelet transform, obtained by filtering and
reconstructing the images by excluding only one frequency band (beginning
with the exclusion of band 1 and continuing, in sequence, until the exclusion of
band 25).

In Fig. 5 it can be seen that the behavior with the removal of frequencies
was significantly higher for carrots stored at 10 °C. In this case, it is observed
that, by removing the higher frequencies, the behavior of the IM is similar to the
behavior exhibited by the respiration rate (Fig 3B), which is the main
physiological process of fresh-cut carrots during storage at 10 °C. The main
hypothesis was then related to the removal of the water expressed by the higher
frequencies, which allows the material to express itself more via other
phenomena, such as respiration activity. However, when signal reconstruction
was performed without the lower frequencies (ranging from 11 onwards), the
observed activity can be attributed mainly to the presence of water in the tissue
in determining the physiological activity. It is possible to see that the IM values
were represented by a linear curve in response to low frequencies, and that the
values of the frequencies did not produce a significant change in the IM values
during storage, which was not the case in the high frequency range (Nobre et al.,
2009).

For fresh-cut carrots stored at 0 °C, it can be seen that the
physiological activity and water activity are apparently not separated in
frequency. The behavior of IM constant over time can serve as a measure for the
integrity of fresh-cut carrots stored at this temperature, and can also serve as an

indicator if any change in the IM is perceived during storage.



66

To confirm this hypothesis, and in seeking to separate water activity
from other physiological activities, we performed another frequency filtering
step using wavelet transform. This time, however, rather than remove the
frequencies one by one, we filtered frequency groups in order to find a
statistically significant difference that could serve as a basis for predicting the
separation of water activity from other physiological activity. Here, the filtering
was based on the exclusion of the higher frequencies during the reconstruction
of the signal. After reconstruction of the signal without the ten initial ranges, the
signal was analyzed using IM methodology.

A statistical analysis was performed by scrolling through the time within
each temperature (data not shown), and the results confirmed that for fresh-cut
carrots stored at 0 °C, there was no statistically significant difference in IM over
time, even with the use of wavelet transform. Unlike the case for carrots stored
at 10 °C, the IM varied over time and was thus statistically significant, even
when the image was reconstructed by excluding the first 10 bands together. This
result enhances the expression of the water and the behavior of the IM, which

was similar to the behavior exhibited by the respiration rate.
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Fig. 5 Inertia Moment (IM) of fresh-cut carrots stored at 0 °C and 10 °C with filtering and reconstruction of the images

by excluding only one frequency band, using wavelet transform.
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Figure 6 presents the relationship between the respiration rate as
measured using the conventional method, and the IM obtained by the biospeckle
laser technique through the exclusion of the first 10 bands together. It can be
seen in the figure that an increase in the respiratory rate resulted in a linear

increase in the Inertia Moment.
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Fig. 6 Relationship of the Inertia Moment (IM) to the respiratory rate of fresh-
cut carrots stored at 10 °C for 10 days.

Finally, in Fig. 5 it can be seen that the IM of fresh-cut carrots stored at
10°C is greater than that of carrots stored at 0 °C, but that both cases tend to
produce the same values after removal of the first 10 frequency bands.
Statistically, the IM of carrots stored at 0 °C (0.67) and 10 °C (0.71) did not
show a significant difference with the exclusion of band 11, which leads us to
conclude that the physiological activities did not show any relevant changes in
the speckle patterns in this spectral band, which is a region that is probably
influenced by water activity, since this variable also showed no statistically
significant difference for the fresh-cut carrots stored at 0 °C versus 10 °C during
ten days of storage.

Cardoso et al. (2011) found a result similar to that of this work.

According the authors, the results showed an area in the seed that operates at a
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higher rate in the high frequency bands that are related to a portion of the seed
that manifests a higher degree of biological activity during germination. It was
also noted that there are a number of phenomena that occur in all seeds, from the
medium to the lowest frequencies, which are related to the water activity, which
is characterized by a signature frequency that is also seen in corn.

These results confirm that it is possible to isolate a variable from
biospeckle data using a spectral approach, by improving the results by filtering
out non-desirable variables.

The use of certain frequencies for the IM calculations shows that the
phenomena that constitute biospeckle are selective; that is, they are restricted to
narrow bands of frequency that improve the isolation of phenomena. This
property offers the promise of potential applications to many biological
materials that require the isolation of areas of activity (Cardoso et al., 2011).

The present work has presented steps that can achieve the actual
isolation of biological phenomena by means of spectral approaches that are
associated with routine numerical methods. The observation of water activity in
different spectral ranges, and the evaluation of routine methods, have produced
novel information with regard to the effort to separate and distinguish among the
different phenomena responsible for biospeckle patterns.

The application of the biospeckle laser showed results that will
encourage new research to obtain a method of analysis of physiological
phenomena in vegetables, i.e., water activity and/or respiration rate, as well as to
develop other useful applications. Further work remains to be done, however, in

order to optimize and implement this technique.

4 Conclusions

We can conclude that by using the biospeckle laser measurement system

in association with spectral approaches, by isolating the areas of different
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activity through filtering, it was possible to non-destructively assess the water

and the respiration rate, separately, in fresh-cut carrots stored at 0 °C and 10 °C.
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