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RESUMO

Este trabalho apresenta um estudo de imagens geradas a partir de um sensor de ressonancia de
plasmons de superficie (RPS). As imagens provenientes do sensor RPS apresentam ruidos e
deformacdes, que prejudicam a qualidade da resposta na incidéncia da curva em determinados
pontos da imagem. Técnicas de suavizacdo e realce foram aplicadas a fim de melhorar a
qualidade das imagens geradas pelo sensor e consequentemente as curvas RPS geradas a partir
dessas imagens. Apos aplicadas as técnicas de Processamento Digital de Imagens (PDI), foi
empregada a estratégia de reamostragem estatistica fornecida pelo Bootstrap para estimar os
intervalos de confianca entre as linhas/colunas das imagens, e assim, obter as curvas RPS que
maximizem a sensibilidade do sensor para as substancias H.O (&gua deionizada e
degaseificada), solucdo tampdo de PBS (Phosphate-buffered saline) e a solucdo de
Hipoclorito. Os resultados para a analise de sensibilidade demonstraram uma melhor
interpretacdo desse trabalho por meio do método Bootstrap empregado, estimando entre 0s
intervalos de confianca uma melhor resposta RPS.

Palavras-chave: Ressonancia de plasmons de superficie (RPS), Sensor optico, Método
Bootstrap, Processamento Digital de Imagens (PDI).



ABSTRACT

This works presents a study of images generated from a surface plasmons resonance (SPR)
sensor. The images from the SPR sensor present noise and deformations, that affect the quality
of the response in the incidence of the curve in certain points of the image. Smoothing and
enhancement techniques were applied in order to improve the quality of the images generated
by the sensor and consequently the SPR curves generated from these images. After applying
the Digital Image Processing (DIP) techniques, the statistical resampling strategy provided by
Bootstrap was used to estimate the confidence intervals between the rows/columns of the
images, and thus obtain the RPS curves that maximize the sensitivity of the sensor for H,O
substances (deionized and degassed water), PBS buffer solution (Phosphate-buffered saline)
and Hypochlorite solution. The results of the sensitivity analysis showed a better interpretation
of this work through the Bootstrap method used, estimating between the confidence intervals
a better SPR response.

Keywords: Surface Plasmon Resonance (SPR), Optical sensors, Bootstrap resampling
statistic, Digital Image Processing (DIP).
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1 INTRODUCAO

A Ressonancia de Plasmons de Superficie (RPS, do inglés Surface Plasmons
Resonance) tem sido uma ferramenta promissora nos Gltimos anos com aplicagdes em
instrumentos fotdnicos, optoeletrénicos e sensores, devido as suas propriedades Unicas, sendo
empregada principalmente nas areas quimicas e bioldgicas (SRIVASTAVA; GUPTA, 2011).

O fenémeno RPS ocorre devido a alta sensibilidade a variacdes minimas de indice de
refracdo na interface metal/dielétrico (SILVA, 2017). Essa sensibilidade decorre da excitagdo
dos plasmons de superficie por uma onda eletromagnética p-polarizada e ocorre quando o
numero de onda dos plasmons de superficie (Ksp) iguala-se ao nimero de onda do feixe
luminoso (Kp). Nessa condicdo de ressonancia (Ksp = Kp) a energia dos fotons é absorvida
pelos plasmons de superficie e um valor minimo de refletividade é observado, determinando
0 ponto de operacdo do sensor (THIRSTRUP et. al, 2004).

A Figura 1 ilustra o funcionamento de um sensor RPS. De forma sucinta, a estrutura
multicamadas é iluminada, sob condigdes bastante especificas, e a luz refletida (sinal) €
capturada por um sensor de imagem (camera), fornecendo assim uma assinatura optica para a
substancia em analise. O sinal captado passa por processos de filtragem, tendo como objetivo
minimizar ruidos e aumentar a faixa do sinal. Em seguida, a imagem ¢€ utilizada para gerar de

forma grafica a ressonancia, denominado de curva RPS (OLIVEIRA, 2016).

Figura 1 — Imagem gerada a partir de um sensor RPS

Sistema mullicamadas \Digitahizagdo

Curva SPE

e

A

iImager i . “ B4 66 G4 70 72 74 76 74

Imagem SPR Adnm)

Fonte: Adaptada de Oliveira (2016).

O sensor RPS analisa fendmenos bioldgicos por meio da variagdo do indice de refracdo
de cada substancia. A posicdo do minimo da curva RPS é proporcional ao indice de refracéo

da substancia presente no sensor. A medida que novas substancias sdo admitidas, a posic&o do
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minimo da curva se desloca, indicando alteracdo no indice de refracdo ou concentracdo da
substancia. A Figura 2 apresenta as imagens RPS para as trés substancias utilizadas no
trabalho: agua deionizada e degaseificada (H20), solugdo tampdo de PBS (Phosphate-buffered
saline) e solucdo de Hipoclorito (Hipo). Na condicdo de ressonancia é possivel observar uma
faixa escura na imagem, indicando a posicao de ressonancia. Além da imagem, as respectivas
curvas RPS indicam a posicdo de ressonancia atraves de seu valor minimo. As substancias
possuem indices de refracdo diferentes, H,O = 1.33001, PBS = 1.33151 e Hipo = 1.34501, o

que indica as variag0es na posicao de ressonancia.

Figura 2 — (a) H.O original, (b) Hipo original, (c) PbS original e (d) Curvas SPR original das
substancias H.O, Hipo e PbS

(@) (b) (©)

120

—H,0

o - —PBS |
HIPO

100 -

40

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

(d)

Fonte: Da propria autora.
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Com a aplicacdo do processamento digital de imagens, o uso de filtros de suavizacao
e realce se fizeram necessarias para reducao de ruidos para um tratamento viavel dos dados
recebidos pelo sensor RPS. Durante a captura as imagens apresentaram algumas falhas
provenientes de fatores internos/externos, na qual podem deteriorar a qualidade da curva RPS

em alguns pontos da imagem, tais falhas sdo destacadas como mostra a Figura 3.

Figura 3 — (a) H20, (b) Hipo e (c) PBS. Imagens com presenga de falhas.

(@) (b)

(©)

Fonte: Da propria autora.

A geracgdo da curva RPS a partir da imagem RPS é realizada por meio da média entre
as linhas que a compde. Em geral, a curva RPS representa o valor médio de intensidade em
cada pixel.

A deteccéo de falhas ou outros sinais, produzidos pela interacdo interno/externo com
os analitos (substancias), podem apresentar algumas deformagcfes como destacada pelos
retdngulos em vermelho muito préximas da concentracdo do composto alvo. Com as técnicas
de processamento digital de imagens é possivel minimizar essas falhas para se obter uma
melhor incidéncia na curva em seu ponto de ressonancia.
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1.1 Objetivo Geral

Aplicar técnicas de Processamento Digital de Imagens para melhorar a qualidade de
imagens obtidas com um sensor RPS. Ap6s o tratamento das imagens, aplicamos o método
Bootstrap, na qual detecta os respectivos pontos minimos e maximos em relacdo a curva RPS
original, realizando estimativas e testes de significancia entre esses pontos, e assim, determinar

qual a melhor resposta para a analise de sensibilidade das substancias H20O, PBS e Hipo.

1.2 Objetivos Especificos

= Estudar e implementar técnicas de Processamento Digital de Imagens;
= Aplicar o método bootstrap;

= Analisar as curvas RPS geradas;

= Calcular e analisar os valores de sensibilidade alcangados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Nessa secdo sdo apresentados 0s principais aspectos tedricos necessarios para
elaboracdo do trabalho. Inicialmente a ressonancia de plasmons de superficie (RPS) é
apresentada. Em seguida, as técnicas de PDI usadas nas imagens RPS. Com o uso das técnicas
de PDI, aplica-se 0 método de reamostragem estatistica bootstrap. Por fim, aborda-se a anélise
de sensibilidade da melhor resposta as curvas RPS geradas.

2.1 Ressonancia de Plasmons de Superficie (RPS)

Um sensor RPS € um dispositivo de analise que tem por objetivo medir reacdes
bioldgicas ou quimicas, por meio da geracao de sinais proporcionais a concentracdo de um
analito (substancia) na reacdo (MEHROTRA, 2016).

A ressonancia de plasmons de superficie (RPS) é um fendmeno optico-elétrico que
vem sendo utilizado no desenvolvimento de sensores fisico-quimicos para as mais variadas
aplicacfes (SANTOS et. al, 2016). Uma das principais caracteristicas de sensores RPS € a
sensivel resposta a alteracdo no indice de refragdo nas proximidades da estrutura multicamada
em funcdo do material analisado (SCARANO et. al, 2010). Na técnica do acoplamento do
prisma, a luz incidente é totalmente refletida na interface prisma-metal e gera um campo
evanescente que penetra na camada do metal. No comprimento de onda ressonante, a constante
de propagacao do campo evanescente coincide com a onda de plasmons de superficie, e como
resultado, o féton é acoplado a esta onda (FAN, 2008).

Sob condigoes de reflexdo interna e em uma certa combinagao de angulo de incidéncia
de luz e comprimento de onda, a luz incidente, ky, excita os plasmons de superficie. Desta
forma, uma intensidade de campo elétrico vaza através da interface metal/dielétrico, o
chamado campo de onda evanescente, na qual a linha escura na imagem caracteriza 0 momento
e a posicdo da ressonancia, definindo seu valor minimo, e assim, quantificar a evolucao
temporal das substancias (PEREIRA, 2014).

Para o presente trabalho, vale ressaltar que a resposta RPS é fornecida pelo sensor de
imagem, representando sua assinatura dptica da substancia em andlise. Em geral, uma linha

escura na imagem caracteriza 0 momento e a posic¢do da ressonancia, conforme apresentado
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na Figura 4, os pontos minimos a e b indicam a resposta do sensor para duas substancias com indice
de refracéo diferente.

Figura 4 — Representacdo de uma curva RPS minima e méaxima.
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Fonte: Adaptada de Hafaid et. al (2009).

Com as técnicas de Processamento Digital de Imagens é possivel observar o
comportamento das curvas geradas decorrente de cada filtro utilizado nas imagens das
solugdes, enquanto que a técnica pelo método bootstrap obtém um novo conjunto em pixel por
reamostragem.

Apos as técnicas de PDI satisfatoria, as imagens originais obtidas dos filtros de
suavizacao e realce, determinou, a apresentacdo de uma melhor curva RPS, concretizando a
etapa com a analise de sensibilidade da resposta em funcéo do indice de refracdo para cada
substancia, fazendo uma analogia com os filtros de suavizacao e as curvas RPS das substancias
originais provenientes do sensor plasmonico.

Existem determinados fatores pertencentes ao sensor RPS que séo determinantes para
sua performance, como a habilidade de detectar um elemento especifico em uma amostra,
assim, como a estabilidade que constitui o grau de suscetibilidade a perturbacdes ambientais
internas ou externas que podem causar um desvio nos sinais de saida podendo ocasionar

pequenas falhas no momento de gerar a imagem (ESTRELA, 2016).

2.2 Processamento Digital de Imagens

Uma imagem pode ser definida como uma fungdo bidimensional, f (x, y), em que x e y
sdo coordenadas espaciais (plano), e a amplitude de f em qualquer par de coordenadas (X, y) é
chamada de intensidade ou nivel de cinza da imagem nesse ponto. Quando x, y e os valores de

intensidade de f sdo quantidades finitas e discretas, chamamos de imagem digital. Cada
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elemento de uma imagem digital é denominado de pixel (picture element). O campo do
processamento digital de imagens se refere ao processamento de imagens digitais por um
computador digital (GONZALEZ; WOODS, 2010).

Os elementos de um sistema de processamento de imagens genericamente falando
permite representar desde sistemas de baixo custo até sofisticadas estagdes de trabalho
utilizadas em aplicagdes que envolvem intenso uso de imagens. Ele abrange as principais
operacdes que se pode efetuar sobre uma imagem, como aquisi¢do, armazenamento,
processamento e exibicdo (MARQUES FILHO; VIEIRA NETO, 1999).

2.2.1 Brilho

A intensidade de brilho de uma imagem se da através de uma funcdo bidimensional
continua f(x,y), na qual x e y sdo coordenadas espaciais e o valor de f em qualquer ponto (X,y)
é proporcional a intensidade luminosa aplicada nas imagens em nivel de cinza. Na Figura 6,
apresenta-se a notagcdo matricial usual para a localizagéo de um pixel no arranjo de pixels de
uma imagem. O primeiro indice denota a posi¢do da linha, m, na qual o pixel se encontra,
enguanto o segundo, n, denota a posicéo da coluna. Se a imagem digital contiver M linhas e N

colunas, o indice m variara de 0 a M-1, enquanto n variara de 0 a N-1.

Figura 5 - Representacéo do brilho

Coluna
(n)
0 // N-1 Pixel
0
Linha —_— 0 Preto
(m)
Tons
de
Cinza
M-1
255 Branco

Fonte: Adaptada de Queiroz; Gomes (2001).
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A intensidade luminosa no ponto (x,y) pode ser decomposta em: (i) componente de
iluminacéo, i(x,y), associada a quantidade de luz incidente sobre o ponto (x,y); e a componente
de reflectancia, r(x,y), associada a quantidade de luz refletida pelo ponto (x,y) (QUEIROZ;
GOMES, 2001). O produto de i(x,y) e r(x,y) resulta em:

flxy) = i(xy).r(xy)
1)

Na qual 0 < i(x,y) <o e 0 <r(xy) <1, sendo i(x,y) dependente das caracteristicas da
fonte de iluminacdo, enquanto r(x,y) dependente das caracteristicas das superficies dos objetos
(QUEIROZ; GOMES, 2001).

2.2.2 Contraste

O conceito de contraste da imagem € a diferenca entre 0s niveis superiores e inferiores
de intensidade presentes em uma imagem. Quando um namero significativo de pixels em uma
imagem possui uma alta faixa dindmica, podemos esperar que a imagem tenha um alto
contraste. Por outro lado, uma imagem com baixa faixa dindmica normalmente tem uma
aparéncia embacada.

As unidades de variancia sdo em valores de intensidade elevados ao quadrado. Ao
comparar valores de contraste, no entanto, normalmente utilizamos o desvio padrdo (raiz
quadrada da variancia), porque suas dimensdes sdo diretamente em termos de valores de
intensidade. A variancia é uma medida de dispersao dos valores de z em relacdo & média, de
forma que se trata de uma medida Util do contraste da imagem. Em geral, 0 n-esimo momento
da varidvel aleatéria z em relacdo a média e definido na equacdo (MARQUES FILHO;
VIEIRA NETO, 1999).

W) = YiZo(ze — m)np(zy)
(2)
Similarmente as técnicas de manipulagéo de contraste, as técnicas de filtragem de uma
imagem implicam transformacGes pixel a pixel. Todavia, diferem daquelas a medida que a
alteracdo efetuada em um pixel da imagem filtrada depende ndo apenas do nivel de cinza do

pixel correspondente na imagem original, mas também dos valores dos niveis de cinza dos
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pixels situados em sua vizinhanca. Sendo uma operacdo local, a filtragem espacial é uma
transformacéo dependente do contexto em que se insere cada pixel considerado (MARQUES
FILHO; VIEIRA NETO, 1999).

2.2.3 Binarizacgao

A técnica de segmentacdo dos niveis de cinza, para apenas dois niveis é denominada
de binarizacdo de uma imagem. Determina-se um valor de limiar e todos os valores dos pixels
menores ou iguais a esse valor s&o mapeados em 0, enquanto os demais sdo mapeados em 1
(GONZALEZ; WOODS, 2010). O processo de binarizacdo resulta em uma imagem preta e
branca, a qual podem ser empregadas no sensoriamento RPS.

Binarizacdo é uma abordagem para a segmentacdo fundamentada na analise da
similaridade de niveis de cinza, de modo a extrair objetos de interesse mediante a definigédo de
um limiar T que separa os agrupamentos de niveis de cinza da imagem. Uma das dificuldades
do processo reside na determinagdo do valor mais adequado de binarizacdo, do ponto de
separacao dos pixels da imagem considerada (QUEIROZ; GOMES, 2001).

2.2.4 Erosao

Erosdo é umas das operacOes elementares da Morfologia Matematica, na qual a erosdo
é a intersecdo de todos os conjuntos obtidos a partir de translagdes dos pixels com conjuntos

de Z2 da imagem (A) pela reflexdo do elemento estruturante (B), através da equacéo:

AOB ={Z|(B)zc A}
)

Na erosdo, a partir da qual séo removidos da imagem os pixels que ndo atendem a um
dado padréo a eroséo reduz as dimensdes do objeto. Objetos menores do que os elementos
estruturantes sdo eliminados e o numero de componentes pode aumentar. Via de regra, a
construcdo de sistemas morfoldgicos é implementada a partir da concepcdo do problema e da
selecdo dos operadores mais adequados a solucdo de interesse. A adequacdo de operadores
constitui um dos grandes problemas encontrados na especificagcdo dos elementos estruturantes
(QUEIROZ; GOMES, 2001).
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2.2.5 Dilatacéo

A dilatacdo € a unido de todos os conjuntos obtidos a partir de translaces dos pixels
da imagem pelo elemento estruturante. Em geral, a dilatacdo faz com que o objeto cresga no
tamanho. Buracos menores sdo eliminados e o nimero de componentes pode diminuir
(QUEIROZ; GOMES, 2001). A dilatacdo de A por B é, entdo, o conjunto de todos o0s
deslocamentos, z, de forma que é A se sobreponham pelo menos por um elemento, através da

equacéo:

A®B ={Z|(1§)zﬂA .y
(4)

A aplicacdo de uma transformacéo de dilatacdo em uma imagem sem a especificacdo
de um elemento estruturante, ndo produzira nenhum efeito (QUEIROZ; GOMES, 2001). O
processo de dilatacdo consiste em obter a reflexdo de B sobre sua origem e depois deslocar
esta reflexdo de x. A dilatacdo de A por B é, entdo, o conjunto de todos os x deslocamentos
para 0s quais a intersecdo de (B)x e A inclui pelo menos um elemento diferente de zero
(MARQUES FILHO; VIEIRA NETO, 1999).

2.3 Método Bootstrap

Operacionalmente o método Bootstrap € uma técnica que consiste em realizar
amostragens de tamanho igual ao da amostra original com reposicdo da mesma. As etapas para
realizar o Bootstrap sdo elencadas na Figura 6 que consiste no processo de realizar n amostras
originando uma amostra bootstrap.

Este procedimento deve ser repetido para que se obtenha B amostras bootstrap. Em
posse dessas B amostras, € possivel construir intervalos de confianga dentro da regido de
interesse. Essa distribuicdo estimada € utilizada para realizar inferéncias e tirar informacdes
sobre o parametro em estudo, e determinar, os pontos minimos e maximos para cada uma das
substancias. Assim, é possivel obter a distribuicdo Bootstrap e testar hipdteses, conforme
apresentada na Figura 6 (EFRON, 1993).
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Figura 6 — Esquema do processo Bootstrap
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Fonte: Adaptacédo de Efron (1993).

Essa técnica Bootstrap permite aproximar a distribuicdo de uma variavel aleatoria pela
distribuicdo empirica baseada em uma amostra de tamanho finito. A amostragem é feita com
reposicdo, da distribuicdo da qual os dados sdo obtidos (Alves, 2013). A ideia béasica deste
método é estimar caracteristicas desejadas reproduzindo-se o mecanismo probabilistico
gerador dos dados originais apds as técnicas de Processamento Digital de Imagens aplicadas.

O bootstrap aborda o célculo do intervalo de confianca de pardmetros em
circunstancias em que outras técnicas ndo sdo aplicaveis, em particular a equagdo (5)
demonstra, 0s respectivos pontos minimos e maximos para a curva Bootstrap original. Em
outras palavras, pode-se produzir intervalos de confianga provenientes de diferentes amostras
independentes de mesmo tamanho. Assim o intervalo de confianga da média com variancia

conhecida é dado por:

(®)
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3 METODOLOGIA

Foi utilizado o software MATLAB MathWorks para o processamento e analise das
imagens em escala de cinza das substancias H.O, Hipoclorito e PBS, geradas a partir do sensor
plasménico. Os dados experimentais das solugbes foram obtidos com o sensor RPS baseado
no PPBIO (Prisma Polimérico para aplicacdo BIOIldgicas) (GOMES et. al, 2019) presente no
laboratério GESYCA — LCC — UFERSA. Devido a sua geometria trapezoidal, o PPBIO torna
menos dispendiosa a instrumentacdo de um sensor RPS por evitar partes mdveis e/ou
rotacionais. As paredes laterais inclinadas do PPBIO sédo especulares para facilitar a reflexdo
daluz incidente (OLIVEIRA et. al, 2014). A Figura 7 apresenta imagens do PPBIO, bem como
ilustra os detalhes dos componentes utilizados na fabricacdo do sensor. O sensor opera no
denominado modo de interrogacdo angular (AIM - Angular Interrogation Mode), em que o
feixe de luz incidente € monocromatico (comprimento de onda fixo) e variando o angulo de

incidéncia obtém-se a condicdo de ressonancia (OLIVEIRA et. al, 2014).

Figura 7 — Fotografia do PPBIO a) antes e b) depois da deposi¢éo de 50 nm de ouro. c)

diagrama de blocos do sensor e d) fotografia do set-up experimental
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Fonte: Adaptada de Gomes et. al (2019).

Com as imagens originais (geradas pelo sensor) serdo aplicadas as técnicas de PDI
objetivando acentuar a posi¢do de minimo. Além disso, sera realizada uma inspecao visual na

imagem a fim de decidir qual(ais) técnica(s) deve(em) ser aplicada(s). ApoOs isso, sera
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analisado as formas de gerar curvas SPR a partir das imagens suavizadas. O método Bootstrap
foi aplicado e o resultado comparado com a segmentacdo manual. Para estimativa de
reamostragem com parametros de B = 700, B = 1000 e B = 2000 para estimar em pixel de
acordo com a dimensdo das imagens. O quanto estas estimativas sdo provaveis sera
determinada pelo intervalo de confianca (1 — o), para a € (0,1).

Para o resultado dos parametro em cada substancia, apresentaram-se os intervalos de
confianca bootstrap segundo a notacdo [Li(X); Ls(x)] em que Li(x) é o limite inferior do
intervalo e Ls(x) € o limite superior do intervalo (Alves, 2013), para os intervalos com a = 0,1,
0=0,05e a=0,01 de acordo com as estatisticas amostrais.

(L;(z) , Lg(z)] = [a{_J . J
(6)

Dentre os intervalos de confianga bootstrap existem intervalos de confianca que
apresentam melhores resultados, ou seja, é possivel estabelecer o intervalo de confianca
bootstrap adequado para cada tipo de substancia analisada. Em geral as distribui¢fes bootstrap
estdo centradas nas estimativas calculadas com as amostras originais (Alves, 2013).

Por fim, realiza-se a extracdo da posicdo de ressonancia das imagens e compara-se
deslocamento do minimo a fim de computar os valores de sensibilidade para determinar sua
viabilidade entre as curvas. Esta analise é fundamental para a tomada de deciséo de uma
melhor resposta RPS nas perspectivas de interesse, simulando para as diferentes solugdes em
cada intervalo de confianca.

As varidveis consideradas para a analise em questdo foram a relagdo H.O-PBS e H,0-
Hipoclorito, na qual qualquer alterag&o entre os limites inferiores e limites superiores implicam
consequentemente na alteracdo dessa andlise, de quais variaveis sensiveis e 0 grau de
sensibilidade. E possivel estimar o intervalo e identificar as variaveis que mais influenciam de

maneira significativa para determinar a analise de sensibilidade.
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4 RESULTADOS

Os resultados desse trabalho consistem em agregar as técnicas de PDI nas imagens
adquiridas por meio do sensor RPS, comparando os resultados entre as curvas RPS originais
com as curvas apos aplicacdo das técnicas de PDI, sendo o método Bootstrap empregado com
vistas nas melhorias das curvas RPS, e assim, dispor de uma melhor interpretacdo da analise
de sensibilidade.

E importante destacar que existiu a preocupagido com as imagens no decorrer do
processamento, devido a presenca de sombreamentos laterais de tonalidade (extremidade da
camera) provenientes de fatores intrinsecos a instrumentacdo do sensor RPS utilizado para
adquirir as imagens. Esse sombreamento pode impossibilitar a convergéncia do método de
reamostragem estatistica bootstrap e da deteccdo do minimo. Para contornar essas falhas, as
imagens foram entdo segmentadas em 4 regides i) Regido 1, ii) Regido 2 iii) Regido 3 e iv)
Regido 4, para averiguar qual melhor ponto minimo entre as partes. A Figura 8 apresenta as

curvas RPS para as trés substancias com as quatro estratégias de segmentacéo.

Figura 8 — (a) H20, (b) Hipo e (c) PBS. Imagem RPS dividida em quatro regides

(a) (b)
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(©

Fonte: Da propria autora.

N&o ha um namero ideal para subdividir a imagem em regides. Essa é uma estratégia
dependente da aplicacdo, e em muitos casos, feita de forma manualmente pelo projetista do
sensor. Outras estratégias podem ser empregadas para a geracdo da curva. E possivel dividir
logicamente a imagem em regides, em que cada regido possuira sua respectiva curva RPS,
conforme Figura 9. A divisdo logica pode fornecer curvas RPS com menos ruidos,

especialmente se ha falhas localizadas em uma Unica regido da imagem.

Figura 9 — (a) Curva RPS do H,O segmentada partes em 4 partes, (b) Curva RPS do Hipo
segmentada em 4 partes e (c) Curva RPS do PBS segmentada em 4 partes
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Fonte: Elaborada pela autora.

A estratégia abordada para apresentar as quatros regides foi dividir a quantidade de
pixel total de acordo com a regido. As duas primeiras regides com 248pixel/2 e as duas Ultimas
com 512pixel/2. A regido 1 apresentou uma melhor curva RPS em profundidade para todas as
substancias por dispor de poucas falhas, em relagdo as demais curvas geradas, com um aspecto
bastante ruidoso. Os valores minimos das curvas RPS proveniente de cada regido estao listados

na Tabela 1.
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Tabela 1 — Posicao do valor minimo (pixel minimo) das curvas RPS para as substancias H-0O,
PbS e Hipo usando as trés estratégias de segmentacao

Regides H.0 PBS HIPO
1 548 469 308
2 525 526 304
3 509 487 382
4 532 498 311

Fonte: Elaborada pela autora.

Os valores apresentados na Tabela acima retratam os pontos minimos das substancias
para cada uma das regides analisadas, na qual o H>O apresentou uma incidéncia no ponto
minimo de ressonancia na regido 3, o PBS apresentou ponto minimo na regido 1 e o Hipo
apresentou um melhor ponto do minimo na regido 2. A seguir serdo apresentados os resultados

obtidos com as técnicas de PDI e com a analise bootstrap.
4.1 Filtros de Realce e Suavizacdo

Nas Figuras 10, 11 e 12 sdo exibidas as substancias originais em escala de cinza das
solugdes H20, Hipoclorito e PBS, juntamente com suas curvas RPS originais provenientes do
sensor, sem nenhuma técnica de PDI, tampouco o uso do método Bootstrap. Na Tabela 2, é

demonstrada seus respectivos pontos minimos.

Figura 10 — Imagem Original do H.O e a curva de RPS original gerada

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 11 — Imagem Original do Hipoclorito e a curva de RPS original gerada

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 12 — Imagem Original do PBS e a curva de RPS original gerada

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 2 — Posicao do pixel que representa o valor de ressonancia das imagens originais

Substancia Posi¢do do Pixel minimo
H-0 542
PBS 476
Hipoclorito 310

Fonte: Elaborada pela autora.

As técnicas de processamento digital de imagens foram aplicadas analisando a media,
ao invés de separar por regides, em cima das imagens originais (adquiridos pelo sensor RPS),

em prol de melhorias do aspecto visual das estruturas das imagens, e assim, dispor de uma



29

melhor interpretacdo da analise de sensibilidade. Técnicas de realce e suavizacdo foram entao
aplicadas para reducéo de ruidos. As Figuras 13, 15 e 17 apresentam os resultados da aplicacédo
das técnicas de morfologia matematica para erosdo e dilatacdo, filtro para ajuste de brilho e
contraste; e limiarizag&o por binarizagéo.

Através das respectivas curvas RPS, apresentadas nos graficos das figuras 14, 16 e 18
é possivel visualizar a refletividade em funcédo do pixel apds a aplicagéo das técnicas de PDI.
De maneira geral, as técnicas impactam diretamente na profundidade do minimo da curva,
acentuando-o (erosao e brilho) ou mitigando-o (contraste e dilatacdo). Curvas com minimo
mais nitido apresentam melhores resultados para distin¢do entre diferentes substancias.

O filtro de ajuste do brilho e a morfologia matematica por meio da eroséo, separam as
regides de interesse e ndo interesse através da escolha de um ponto de corte representado por
pixel em escala de cinza. No brilho utilizou intensidade 60 em funcdo da sua coordenada y
para definir o aumento do brilho em torno da imagem, intensificando sua luminosidade tanto
nas partes mais claras como 0s contornos, assim como a regido de interesse (faixa escura).
Enquanto no contraste representa a diferenciagéo entre as regides claras e escuras, de modo a
redistribuir os tons de cinza dos pixels de uma imagem elevando o contraste na faixa de todos
os niveis de cinza. Para a binarizacdo determinou-se um valor de limiar de 180, e todos 0s
valores dos pixels menores ou iguais a esse valor sdo mapeados em 0, enquanto os demais sdo
mapeados em 1.

Nas operac¢des elementares da Morfologia Matematica, na qual a erosdo € a intersecao
de todos os conjuntos obtidos a partir de translagdes dos pixels da imagem pela reflexdo do
elemento estruturante B = 10 que gerou efeitos de eliminacdo de areas de tamanho inferior ao
tamanho do elemento estruturante. O resultado do brilho e erosdo para as substancias H20,
PBS e Hipo apresentaram melhoria em sua estrutura visual principalmente na regido que
compde a faixa escura gerando incidéncia da curva RPS bastante significativa em torno do
eixo X, logo, a largura da linha escura também diminuiu deixando a imagem mais nitida,
havendo uma variacdo significativa em profundidade em relacdo ao eixo y, na qual €

perceptivel destacando o valor minimo da curva de refletividade das substancias.



Figura 13 — Técnicas de PDI no H,O
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Fonte: Elaborada pela autora.
Figura 14 — Curva RPS do H,O com técnicas de PDI
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Fonte: Elaborada pela autora.



Figura 15 — Técnicas de PDI do HIPO
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 16 — Curva RPS do HIPO com técnicas de PDI
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Figura 17 — Técnicas de PDI do PBS
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Figura 18 — Curva RPS do PBS com técnicas de PDI

Fonte: Elaborada pela autora.

Erosédo

' " Dilata¢io

Contraste

200

400

800 800

Fonte: Elaborada pela autora.

1000

1200

1400

32



33

A Tabela 3 define as posicdes de ressonancia (pixel-eixo X e refletividade - eixo Y),
obtidos com cada uma das técnicas empregadas. Ao realizar as técnicas de PDI, a melhor
combinacdo (erosdo) a partir do sensor, efetuou-se o método estatistico bootstrap para as
amostras de B =700, B = 1000 e B = 2000 para os intervalos de .= 0,1, a = 0,05 e a = 0,01

em relacdo ao pixel-angulo dada 6) = - 0.0070, + 72.765, sendo p a posi¢éo do pixel. Por fim,

. - . A . « -
o0 célculo da sensibilidade dessa resposta € dada por S = 20 na qual A6 é a funcédo do indice

de refracdo de cada substancia usada e An € a variagao entre 0s minimos de cada substancia
(OLIVEIRA et. al, 2012).

Tabela 3 — Valores minimos das curvas de refletividade das substancias H-O, PBS e Hipo

Filtros H.O PBS

Hipo
Binarizacéo Xx=542,y=20.18 x=476,y=21.09 x =311; y=0.3048
Contraste X =543;y=33.74 X =476;y=0.3304 x =311; y=0.3048
Erosao X =529;y=54.94 X =473; y=54.55 X =309; y=48.85
Dilatacéo X =545;y=68.98 x=473;y=54.55 x =306; y =48.81
Brilho X =542;y=120.8 X=477;y=121.6 x=310;y=114.8

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2 Estimativas Bootstrap

A Aplicacdo do método Bootstrap empregado neste trabalho € uma técnica estatistica
ndo paramétrica computacionalmente intensiva de reamostragem (EFRON, 1993), e tem como
finalidade obter a reorganizacgéo dos pixels dentro regido de interesse na dimensdo da imagem,
visando apresentar uma melhor curva RPS provenientes das técnicas de PDI analisadas.

O bootstrap ndo representa uma melhoria no aspecto visual da imagem, mas uma
reorganizacao dos pixels para se obter uma melhor resposta RPS ap6s aplicado o operador
elementar da Erosdo. Para isto, estimou-se uma distribuicdo de probabilidade através da
relacdo pixel-angulo dada por 6 = - 0.0070, + 72.765, realizando testes de significancia em
cima de imagens geradas pelo sensor plasménico.

O bootstrap foi configurado para gerar B amostras de 700, 1000 e 2000 para intervalos
de confianca de 90%, 95% e 99% para as curvas RPS de cada substancia. O bootstrap
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apresenta as curvas referentes aos limites inferiores (inf) e superiores (sup) em cada intervalo

de confianca percorrendo a média de cada linha/coluna das imagens. As curvas em tonalidade

(amarela) representa as curvas inferiores, curvas (vermelhas) representa as curvas superiores

e as curvas (azuis) representa as curvas originais.

Figura 19 — Curvas RPS com Bootstrap da solu¢do H,O com as amostras de B = 700 para
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Figura 20 — Curvas RPS com Bootstrap da solu¢do H,O com as amostras B = 1000 para
0a=0,1,0=0,05¢ a=0,01
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Figura 21 — Curvas RPS com Bootstrap da solu¢do H,O com as amostras B = 2000 para
a=0,1,0=0,05e a=0,01

(g) H20 com 0.=0.1e B=2000
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Figura 22 — Curvas RPS com Bootstrap da solucéo Hipoclorito com as amostras de B = 700
parao=0,1,a=0,05e a=0,01
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Figura 23 — Curvas RPS com Bootstrap da solucéo Hipoclorito com as amostras de B = 1000
parao=0,1,a=0,05e a=0,01
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Fonte: Elaborada pela autora.



Figura 24 — Curvas RPS com Bootstrap da solucéo Hipoclorito com as amostras de B = 2000

para o =0,1,a=0,05e a =0,01

(¢) Hipoclorito com o= 0,1 e B = 2000
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(h) Hipoclorito com o= 0,05 e B = 2000 (1) Hipoclorito com o= 0,01 e B = 2000

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 25 — Curvas RPS com Bootstrap da solu¢do PBS com as amostras de B = 700,

paraa=0,1, a=0,05e a=0,01.
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Figura 26 — Curvas RPS com Bootstrap da solucdo PBS com as amostras de B = 1000,
para o =0,1, a =0,05 e a = 0,01.
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Figura 27 — Curvas RPS com Bootstrap da solu¢do PBS com as amostras de B = 2000
para o =0,1, a =0,05 e a =0,01.

(g) PBS com 0.=0.1 e B =2000 (h) PBS com o= 0.05 e B =2000

(1) PBS com o= 0.01 e B =2000

Fonte: Elaborada pela autora.

Com aplicacao do operador morfologico (erosdo) atraves do processamento digital de
imagens, na qual a intersecdo de todos os conjuntos foi obtida a partir de translagdes dos pixels
da imagem, promovendo o efeito de eliminagdo de reas de tamanho inferior ao tamanho do
elemento estruturante B e, consequentemente, aumentando a regido de preenchimento de pixel.

A partir do efeito (erosdo) a curva RPS gerada apresentou uma incidéncia no ponto
minimo de ressonancia da curva, na qual a largura da linha escura também diminuiu deixando
a imagem mais nitida, havendo uma variagdo significativa em profundidade em relacao ao eixo
y.

Com uso do método Bootstrap, € possivel construir intervalos de confianca sobre

parametros de interesse por reamostragens, reorganizando a posigéo dos pixels, e desse modo,
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estabelecer entre as substancias (H20, PBS e HIPO) uma apresentagéo satisfatoria para uma
melhor resposta perante a curva RPS gerada dentro das dimensdes de cada imagem. De modo
geral, seus respectivos pontos minimos e maximos sdo gerados por meio do método bootstrap,

de acordo com cada um dos intervalos de confianga aplicados.

4.3 Analise de Sensibilidade

A sensibilidade (S) é uma métrica de desempenho que consiste em computar a taxa de
variacdo da posicdo de ressonancia (angulo) pela variacdo do indice de refracdo (n) da
substancia, dada por S = AB/An. A relagéo pixel-angulo usada para obter a distribuicdo angular
da curva RPS foi 6(p) = - 0.0070p + 72.765.

As tabelas 4, 5 e 6 apresentam o0s valores minimos das curvas RPS para os limites
inferiores (Inf) e superiores (Sup) obtidos com o bootstrap, aprimorado com o minimo obtido

da curva processada por meio do operador morfoldgico da eroséo.

Tabela 4 — Valores minimos das curvas de refletividade da H,O obtidas com o bootstrap

BOOTSTRAP DO H.O EM ESCALA DE CINZA

B =700 B = 1000 B =2000

Inf - Sup Original Inf  Sup Original Inf  Sup Original

a=001 6901 6896 6896 6896 6896 6896 6893 68,96 68,96

a=01 6892 6896 6896 6896 6896 68,96 68,92 68,97 68,97

a=005 6896 6896 6896 6893 6897 6896 68,93 68,96 68,96

Fonte: Elaborada pela autora.



Tabela 5 — Valores minimos e maximos das curvas de refletividade da substancia PBS

BOOTSTRAP DO PBS EM ESCALA DE CINZA

B =700 B = 1000 B = 2000

Inf - Sup Original Inf  Sup Original Inf  Sup Original

a=001 6936 6943 6953 6955 6929 6943 6929 6936 69,43

a=01 6937 6936 6943 6943 6943 6943 69,29 69,36 69,43

a=005 6936 6929 6943 6937 6929 6943 7056 69,29 69,43

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 6 — Valores minimos e maximos das curvas de refletividade da substancia Hipoclorito

BOOTSTRAP DO HIPOCLORITO EM ESCALA DE CINZA

B =700 B = 1000 B =2000

Inf - Sup Original Inf  Sup Original Inf  Sup Original

a=001 7055 70,6 7059 7064 7067 70559 7057 70,67 70,59

a=01 7059 7059 7059 7064 7051 7059 70,64 70,67 70,59

a=005 7059 7059 7059 7055 7081 7059 7055 70,67 70,59

Fonte: Elaborado pela autora.
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Com os valores minimos listados, procura-se na tabela pela maior variagdo de A6, a

qual fornecera um maior valor de sensibilidade. Os valores de A6 encontram-se listados na

Tabela 7 para a variagdo H>O-PBS e na Tabela 8 para variagdo H>O-Hipo.

Na Tabela 7, as curvas superiores da relacdo h.0 (sup) < hipo (sup) com amostra de

B = 1000, para o = 0,05 apresentou um deslocamento de 1,84 entre essas duas curvas RPS.

Para as curvas inferiores a melhor resposta foi para a relagéo h.o (inf) < hipo (inf) com
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amostra B = 2000, oo = 0,01 com deslocamento de 1,72. Na Tabela 8 as curvas superiores da
relacdo h20 (sup) < pbs (sup) com B = 700, para um intervalo de o = 0,01 apresentou um
deslocamento de 0,47 entre essas duas curvas RPS. Esse valor foi abaixo da variacdo obtida
com as imagens originais. Para as curvas inferiores a melhor resposta foi para a relacdo hz0
(inf) & pbs (inf) com B = 2000, a = 0,05 com deslocamento de 0,82.

Tabela 7 — Analise de sensibilidade H,O-PbS

ANALISE DE SENSIBILIDADE COM BOOTSTRAP B = 700

Inf Sup Original

a=0,01 h,0 — pbs = 0,35 h,0 — pbs = 0,47 h,0 — pbs = 0,57

a=01 h,0 — pbs = 0,45 h,0 — pbs = 0,4 h,0 — pbs = 0,47

a=0,05 h,0 — pbs = 0,4 h,0 — pbs = 0,33 h,0 — pbs = 0,47

ANALISE DE SENSIBILIDADE COM BOOTSTRAP B = 1000

Inf Sup Original

a=0,01 h,0 — pbs = 0,59 h,0 — pbs = 0,33 h,0 — pbs = 0,47

a=01 h,0 — pbs = 0,47 h,0 — pbs = 0,47 h,0 — pbs = 0,47

a=0,05 h,0 — pbs = 0,44 h,0 — pbs = 0,32 h,0 — pbs = 0,47

ANALISE DE SENSIBILIDADE COM BOOTSTRAP B = 2000

Inf Sup Original

a=0,01 h,0 — pbs = 0,36 h,0 — pbs = 0,4 h,0 — pbs = 0,47

a=01 h,0 — pbs = 0,37 h,0 — pbs = 0,39 h,0 — pbs = 0,46

a=0,05 h,0 — pbs = 0,82 h,0 — pbs = 0,33 h,0 — pbs = 0,47

Fonte: Elaborada pela autora.



46

Tabela 8 — Analise de sensibilidade H,O-Hipo

ANALISE DE SENSIBILIDADE COM BOOTSTRAP B = 700

Inf Sup Original

a=0,01 hy—hipo=154 h,0 — hipo = 1,64 h,0 — hipo = 1,63

a=01 h,0 — hipo = 1,67 h,0 — hipo = 1,63 h,0 — hipo = 1,63

a=0,05 hy0-hipo=1,63 h,0 — hipo = 1,63 h,0 — hipo = 1,63

ANALISE DE SENSIBILIDADE COM BOOTSTRAP B = 1000

Inf Sup Original

a=0,01 hy,0-hipo=1,68 h,0 — hipo=1,7 h,0 — hipo = 1,63

a=01 h,0 — hipo = 1,68 h,0 — hipo = 1,55 h,0 — hipo = 1,63

a=0,05 hyo-hipo=1,62 h,0 — hipo = 1,84 h,0 — hipo = 1,63

ANALISE DE SENSIBILIDADE COM BOOTSTRAP B = 2000

Inf Sup Original

a=0,01 hy0-hipo=1,64 h,0 —hipo=1,71 h,0 — hipo = 1,63

a=01 h,0 — hipo =1,72 h,0 — hipo=1,7 h20 — hipo = 1,62

a=0,05 hy0-hipo=1,62 h.0 — hipo = 1,71 h.0 — hipo = 1,63

Fonte: Elaborada pela autora.

Uma vez que a configuracédo h20 (sup) < hipo (sup) com B = 1000, o = 0,05, forneceu
um deslocamento de 1,84 — enquanto a configuracdo de curvas original apresentou variacdo

de 1,63 — o parametro B foi fixado. Para 0 mesmo parametro de B = 1000, a melhor
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configuracdo do par H.O-PBS é a relacdo h»o (inf) & pbs (inf) com deslocamento de 0,54
para o = 0,01.

As Figuras 28 e 29 apresentam as curvas RPS para as configuracdes para a relacédo da
h20 (inf) & pbs (inf) com B = 1000 ¢ a = 0,05. Para a relagdo da h2o (sup) < hipo (sup) com
B = 2000 com a = 0,01 na sua composicdo da melhor resposta para a analise de sensibilidade.

Figura 28 — Curvas RPS relagdo h,o (inf) & pbs (inf)
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Fonte: Elaborada pela autora.
Figura 29 — Curvas RPS relacdo h20 (sup) < hipo (sup)
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho teve como finalidade mostrar um estudo de imagens fornecidas pelo
sensor RPS proveniente de trés substancias diferentes: H>O, PBS e Hipoclorito. As imagens
geradas em niveis de cinza apresentaram aspectos ruidosos, e para tratamento dessas imagens
foram adotadas técnicas de Processamento Digital de Imagens (PDI) com foco para filtragem,
suavizacdo e operadores morfoldgicos, seguido do Bootstrap, uma ferramenta estatistica para
obtencdo de intervalos de confianga, esse método tem como pardmetro abordar qual melhor
curva gerada a partir das técnicas de PDI, para estabelecer o uso da reamostragem com
reposicdo da amostra original, para gerar novas amostras bootstrap. Em posse das amostras é
possivel estimar os pontos inferiores e superiores em relacdo a curva RPS original. Foi
perceptivel a presenca de falhas no momento da captura das imagens devido a fatores
interno/externo, no que influencia na incidéncia da curva RPS em alguns pontos da imagem.
Para o devido tratamento dessas falhas foi comumente usada as técnicas de PDI.

Com a utilizacdo dos filtros por meio da ressonancia (pixel-eixo X e refletividade- eixo
Y), obtidos com cada uma das técnicas empregada, as técnicas de PDI na qual apresentaram
uma melhor combinacdo (erosdo) a partir do sensor, em seguida combinado ao uso do método
Bootstrap foi possivel simular intervalos de confianca Uteis para estimar parametros das
distribuicbes de interesse, fornecendo uma melhor resposta para as curvas superiores da
relacdo h20 (sup) < hipo (sup) com B = 2000, o.= 0,01 com um deslocamento de 1,84 entre
essas duas curvas SPR. Para as curvas inferiores a melhor resposta apresentada foi para a
relagdo h2o (inf) < hipo (inf) com B = 1000, a. = 0,05 com deslocamento de 1,72. Enquanto
as curvas superiores com a relagédo h2o (sup) < pbs (sup) com B = 700, a = 0,01 apresentou
um deslocamento de 0,47 entre essas duas curvas RPS. Por fim, a anlise de sensibilidade que
computou a taxa de variacdo da posi¢cdo de ressonancia (angulo) pela variacdo do indice de

refracdo (n) de cada substancia.

Como trabalhos futuros sugere-se o desenvolvimento focado na andlise de outras
técnicas de PDI; a investigacdo com mais imagens em niveis de cinza e RGB para diferentes
substancias; além da realizacdo de uma investigacdo mais cuidadosa e criteriosa no emprego

da técnica Bootstrap e abordando outros métodos estatisticos como o percentil.
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