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Preambulo

Preambulo

Na elaboragdo desta tese procurou-se englobar de um modo homogéneo os diferentes
trabalhos da mesma. Deste modo, é feita de inicio uma descricdo sumadria do elemento aglutinador,
i.e, da técnica de andlise de imagem, e dos objectivos do trabalho, bem como dos materiais e
métodos utilizados. A partir deste ponto procurou-se descrever com mais detalhe cada um dos
trabalhos elaborados. Assim, a tese esta organizada do seguinte modo:

No primeiro capitulo é dada uma Introducao geral a analise de imagem. Deste modo sdo
referidas as etapas principais da técnica de andlise de imagem, bem como das suas aplicagdes na
area da biotecnologia.

No segundo capitulo sdo referidos os Materiais e Métodos utilizados no decurso deste
trabalho, com uma énfase especial na metodologia experimental e componente informatica
utilizada.

Nos terceiro, quarto, quinto e sexto capitulo sdo apresentados individualmente cada um
dos trabalhos realizados. Estes capitulos encontram-se divididos nos sub-capitulos: Sumadrio,
Introdugdo, Programa, Resultados e Discussao e Conclusdes. O terceiro capitulo refere-se ao
Reconhecimento Semi-Automatico de Protozoarios por Andlise de Imagem; o quarto ao estudo da
Mobilidade da Tetrahymena pyriformis em Contacto com Toéxicos; o quinto a Correlagdo entre
Actividades e Dimensoes Fractais de Agregados Microbianos Presentes em Digestores Anaerébios
e o sexto a Determinagdo Quantitativa de Fluorescéncia num Digestor Anaerébio Perturbado.

Os sétimo e oitavo capitulo referem-se respectivamente a Bibliografia e Nomenclatura. Em

anexo apresentam-se os apéndices.

Em termos de notacao, a tese encontra-se organizada do seguinte modo:

Os nomes dos aparelhos, hardware e software utilizados encontram-se em italico. Os nomes
das rotinas e subrotinas programadas encontram-se em italico, e as funcdes proprias do Matlab e
Visilog em itdlico e sublinhado (pretende-se seguir o paradigma do hiperlink: em apéndice é

apresentado um glossario das fungdes).

O autor gostaria de expressar a sua gratiddo a todos os que o acompanharam no decurso
deste trabalho.

Ao orientador, Doutor Eugénio Campos Ferreira, por todo o apoio prestado e
disponibilidade demonstrada, bem como todo o encorajamento e conselhos outorgados durante o

decorrer deste trabalho.
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Resumo

Resumo

Os objectivos principais deste trabalho foram os seguintes:

- Reconhecimento e identificacdo automadtica de algumas espécies de protozoarios
presentes em estagdes de tratamento de dguas residuais por técnicas de andlise de imagem. A
Analise de Componentes Principais foi utilizada com o intuito de obter os melhores eixos
possiveis.

- Estudo da influéncia de trés téxicos (cicloheximida, cobre e triton X-100) na mobilidade
do protozodrio ciliado Tetrahymena pyriformis em meio liquido. Os parametros velocidade e
nimero de mudancas de direc¢do foram determinados através de técnicas de anélise de imagem.

- Estudo da correlacdo entre dimensdes fractais, didmetro equivalente, actividade
metanogénica acetoclastica e velocidade de sedimentagdo de agregados microbianos de dois
digestores anaerébios de diferentes configuracdes. As dimensdes fractais, dimensdo fractal
estrutural massica, dimensao fractal estrutural area vs. didmetro de Feret e dimensao fractal area
vs. perimetro e o didmetro equivalente foram determinados através de técnicas de andlise de
imagem.

- Estudo das actividades metanogénicas acetoclastica e hidrogenofilica de um consoércio de
microrganismos de um digestor anaerdbio perturbado, bem como a correlagdo com a fluorescéncia
observada, quando excitado a 420 nm. Os pardmetros indice de fluorescéncia, ntimero de bactérias
fluorescentes por floco e fluorescéncia do fundo foram estudados através da analise de imagem.

As principais conclusdes retiradas destes trabalhos sdo as seguintes:

- Os protozodrios Trachelophyllum, Tetrahymena, Opercularia, Colpidium, V. microstoma com
pedianculo, V. convallaria com pedinculo, Zoothamnium com pedunculo, Glaucoma, V. convallaria e
Prorodon foram bem identificados e os diferentes grupos de protozoarios ciliados (nadadores,
sésseis, moéveis de fundo e carnivoros) foram reconhecidos e separados. Os protozodrios
indicadores de uma baixa eficiéncia de uma estacdo de tratamento de aguas residuais, como V.
microstoma e Opercularia foram razoavelmente bem identificados.

- As formas das linhas de tendéncia foram as esperadas, uma vez que, com o aumento da
concentragdo dos toxicos, a velocidade da T. pyriformis diminuiu. Os resultados obtidos para o
nimero de mudangas de direc¢do mostraram-se fortemente dependente do ntimero de T.
pyriformis presente a cada concentracdo de toxico. A mobilidade deste protozodrio pode ser
utilizada como um bom indicador biolégico de poluicdo, uma vez que é um bom indicador da
presenca e concentragdo de toxicos.

- A dimensdo fractal melhor correlacionada com o didmetro equivalente e com a
actividade acetoclastica foi a dimensdo fractal estrutural massica, enquanto que a dimensao fractal
estrutural area vs. didmetro de Feret se mostrou a melhor correlacionada com a velocidade de
sedimentacdo. A determinagdo destes pardmetros morfolégicos pode ser usada como um método
simples e rapido de monitorizar, em certa medida, a estabilidade das propriedades morfolégicas
dos agregados microbianos anaerdbios, que tém um papel importante na tecnologia do tratamento
anaerdbio de dguas residuais.

- As bactérias presentes num digestor anaerébio revelaram-se bastante sensiveis as
perturbacdes efectuadas (suspensdo de alimentagdo e suspensdo de alimentacdo mais entrada de
ar), bem como as actividades metanogénicas especificas acetoclastica e hidrogenofilica que
demonstraram uma tendéncia geral crescente ao longo do tempo. Os pardmetros indice de
fluorescéncia, nimero de bactérias fluorescentes por floco e fluorescéncia do fundo ndo se
mostraram correlaciondveis com os anteriores, a excep¢do da fluorescéncia do fundo que se
correlacionou com a concentragdo de sélidos volateis de um forma exponencial.
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Abstract

The main objectives of this work were the following:

- Automatic recognition and identification of protozoan species present in wastewater
treatment plants by image analysis techniques. Principal Component Analysis was used to obtain
the best possible axis.

- The influence of three toxics (cicloheximide, copper and triton X-100) in the mobility of
the ciliated protozoan Tetrahymena pyriformis in PPY (Proteose Peptone Yeast Extract Medium) liquid
medium was studied. The parameters velocity and movement changes were determined by image
analysis techniques.

- The correlation between fractal dimensions, equivalent diameter, methanogenic activity
in acetate and settling velocity of microbial aggregates from two anaerobic digesters with different
configurations was studied. The mass structural fractal dimension, area wvs. Feret diameter
structural fractal dimension and area vs. perimeter fractal dimension, were determined by image
analysis techniques.

- The methanogenic acetoclastic and hydrogenophilic activities of a bacterium consortia
from a disturbed anaerobic digester, and correlating with the fluorescence observed when excited
at 420 nm was studied. The parameters fluorescence index, fluorescent bacterial number per floc
and background fluorescence were studied by image analysis techniques.

The main conclusions to be withdrawn are the following:

- The protozoa Trachelophyllum, Tetrahymena, Opercularia, Colpidium, V. microstoma with
stalk, V. convallaria with stalk, Zoothamnium with stalk, Glaucoma, V. convallaria and Prorodon were
reasonably well identified and, the different ciliated protozoa groups (free-swimming, sessile,
crawling and carnivorous) were recognised and separated. Also, the protozoan indicators of a low
efficiency of a wastewater treatment plant, like V. microstoma and Opercularia were reasonably well
identified.

- The shapes of the trend lines were as expected: With the increase of the toxic’s
concentrations the velocity of the Tetrahymena pyriformis decreased. The results obtained for the
number of direction changes is heavily dependent on the number of T. pyriformis present at each
toxic concentration. The protozoan mobility can be used as a good biological pollution indicator, as
it is a good indicator of the presence and concentration of a toxic.

- The fractal dimension best correlated with the equivalent diameter and with the
acetoclastic activity was the mass fractal dimension, whereas the fractal dimension area vs. Feret
diameter was the best correlated with the settling velocity. The determination of these
morphological parameters may be used, as a fast and simple method, to monitor, at some extent,
the stability of the morphological properties of anaerobic microbial aggregates which play a crucial
role in the anaerobic wastewater treatment technology.

- The methanogenic activity and the biomass concentration were shown to be sensitive to
the disturbances (starvage and starvage + air). The parameters fluorescence index, fluorescent
bacterial number per floc and background fluorescence were not correlated with the above-
mentioned parameters, exception made to the background fluorescence and the volatile solids
concentration which were shown to correlate in an exponential way.
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1. Introdug¢ao Geral

A andlise de imagem é, neste momento, um complemento bem estabelecido das técnicas de
microscopia 6ptica uma vez que permite uma classificagdo e quantificagdo rotineira, nao subjectiva
e automaética de microrganismos. Com o aumento exponencial das capacidades dos computadores,
bem como a diminui¢do do seu prego, a analise de imagem tornou-se uma rotina em vérias
aplicagdes de tecnologia celular. As aplicagdes mais comuns vao desde a enumeragdo de bactérias
em alimentos s6lidos, microscopia in situ para monitorizagdo em linha de fermentacdes, analise de
texturas de colénias, sequenciacdo do ADN, andlise de residuos de poélvora, determinacdo da
biomassa, etc (Vecht-Lifchitz et al., 1992). Aplicacdes mais recentes da andlise de imagem centram-
se no estudo do crescimento pulsatil de apices de hifas, diferenciagdo bioquimica de colénias
fangicas e diferenciacdo de micélio de culturas submersas fungicas, distribuicdo do tamanho de
gotas de uma emulsdo, adesdo microbiana e mobilidade (Vecht-Lifchitz et al., 1992) entre muitas

outras.

O termo andlise de imagem, comumente utilizado engloba, em sentido lato, ndo s6 a
analise de imagem propriamente dita, como também os processos prévios de captura e tratamento

da imagem (Dougherty, 1994, Jahne, 1995 e Russ, 1991 e 1995).

Os métodos de aquisi¢do mais utilizados sdo por camara de video acoplada a microscépio,
densitémetros de varrimento laser, microscépios electrénicos ou mesmo por digitalizagdo de
fotografias. A excepgao deste tltimo, as imagens sdo adquiridas através de uma placa de aquisicao
de imagens instalada no computador.

A camara de video analégica monocromatica CCD possui sensores que consistem num
elevado ntimero de elementos fotossensiveis. Estes, durante a fase de acumulacdo recebem cargas
eléctricas provenientes dos fotdes absorvidos, logo, proporcionais a iluminagdo. Estas cargas sdo
entdo transportadas sequencialmente ao longo do chip de sensor a sensor e, finalmente, em
diferencas de voltagem a saida (Jahne, 1995).

A representagdo de um fotosensor encontra-se na figura seguinte:
= Um elemento —¥

Relogio A
E .

"Contactos

Thas P+

Charge-Coupled Device (CCD)

Figura 1.1 - Fotosensor de uma cdmara CCD (Russ, 1991).

Através da placa de aquisicdio de imagens, a informacdo analdgica (diferencas de

voltagem) é transformada em informacdo digital em que cada pixel corresponde a um espago da
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imagem (com um minimo limitado pelos sensores de captura da cdmara) e possui um valor que
corresponde a média desse espaco.

Consoante o nimero de bits atribuido a cada pixel na representacao digital assim diferird o
numero de cores que uma imagem pode conter. Para imagens em escala de cinzentos (ainda as
mais vulgarmente utilizadas) é normal cada pixel ser representado por 8 bits (1 byte) a que
correspondem 256 cores possiveis. Os formatos de ficheiros de gravagdo mais comuns sao o tiff
(Tagged Image File Format), o bmp (Windows Bitmap) e o gif (CompuServe Bitmap). Para imagens a
cores é usual utilizar-se o formato de composicdo de cores RGB (Red, Green e Blue), ou o CMYK
(Cyan, Magenta, Yellow e blacK) para acomodar a informagdo das diversas cores. Assim, cada pixel
necessita de 24 bits para conter a informacdo necessaria a uma imagem a cores, sendo, no caso do
formato RGB, 8 bits alocados ao canal de vermelhos (Red), 8 bits ao canal de verdes (Green) e os
outros 8 ao canal de azuis (Blue). Como uma imagem normal (512x512 pixels) em formato de 24
bits (True Color) ocupa um razoavel espago em disco (cerca de 768 Kbytes) é conveniente guarda-la
em formato comprimido como por exemplo jpeg (Joint Photographers Expert Group). E também por
esta razao que as imagens video normalmente se encontram comprimidas em computador em

formato mpeg (Moving Pictures Expert Group) ou mpeg2.

Depois de adquiridas, as imagens sdo processadas de modo a obter-se por norma uma
imagem bindria contendo apenas a informacdo que interessa ao investigador. O primeiro passo do
processamento de imagens é normalmente de eliminar o ruido aleatério adquirido durante a
aquisicao da imagem. Neste passo pode-se utilizar um filtro em que cada pixel é substituido pelo
valor de uma operagdo englobando os vizinhos do mesmo. Os filtros mais comuns para este fim
sdo os filtros de média, de mediana, adaptativo, o filtro wiener e os filtros de baixas frequéncias,
entre outros (Dougherty, 1994). No caso da existéncia de um ruido periédico, i.e. que se propaga
de um modo ndo aleatério em toda a imagem, este pode ser identificado com recurso as
transformadas de Fourier (Jahne, 1995) e retirado de seguida.

Seguidamente deve-se aumentar o contraste da imagem visualizada, através de uma
normalizagdo, equalizacdo por histograma ou alterando a intensidade de visualizagdo através da
aplicagdo de uma fungdo logaritmica ou exponencial ao valor de cada pixel. Pode-se ainda
evidenciar os contornos dos objectos por aplicagdo de um filtro como o “Mexican hat”, o filtro de
Laplace, de Sobel, de Roberts, outros filtros de altas frequéncias ou operadores derivativos de 1°
ordem (Russ, 1995).

Para a binarizacao da imagem é necessario estabelecer um limite de detecgdo de cor que
distinga os objectos do fundo. Este limite pode ser definido manualmente ou obtido
automaticamente pelo célculo da média ou da mediana da imagem, bem como através de outros

parametros como o método da determinagdo do limite de deteccdo de cor 6ptimo de Otsu (1979).
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As imagens podem entdo ser binarizadas, o que possibilita a obtengdo dos objectos com valor 1 e
do fundo com valor 0 (os objectos surgem em cor branca sobre um fundo preto).

E necessério por vezes melhorar a imagem binaria de modo a resolver alguns problemas,
tais como: remocao de objectos que se encontrem parcialmente cortados pela fronteira da imagem,
de modo a ndo falsear os resultados obtidos; remocado de sujidades, o que pode ser conseguido
através de um filtro de tamanho ou forma que apenas selecciona os objectos que interessam ao
investigador; separacdo de objectos contiguos através de operagdes booleanas (e, ou, etc), erosdes,

dilatacdes, esqueletonizacdo ou watershed, entre outras.

A partir das imagens bindrias obtidas é que o termo andlise de imagem, em termos restrito,
realmente se aplica. Assim, as imagens sdo analisadas e calculados os pardmetros de interesse
como por exemplo o nimero de objectos, tamanho, distribuicdo de dreas, momentos, dimensoes
fractais, parametros morfolégicos (esfericidade, compacidade, excentricidade, etc), entre muitos
outros.

A imagem binaria pode ainda servir como uma mascara das regides de interesse na
imagem original, e proceder também a determinacdo de momentos méssicos e tons de cinzento,

entre outros.

Neste trabalho em particular, foram efectuados os estudos seguintes:

- Identificagdo e diferenciacdo de diversas espécies de protozoarios ciliados presentes em
estagOes da tratamento de aguas residuais através do uso da técnica de Andlise de Componentes
Principais. Os dados morfolégicos Didmetro de Feret, Area, Perimetro, Diametro Equivalente,
Excentricidade, Forma de Feret, Comprimento, Valor Maximo de Cinzentos, Valor Médio de
Cinzentos, Valor Minimo de Cinzentos, Forma Area-Perimetro, Desvio Padrdo de Cinzentos e
Largura foram determinados através da analise de imagem;

- Quantificagdo da redugdo da mobilidade do protozodario Tetrahymena pyriformis quando
em contacto com diversas concentracdes dos toxicos cicloheximida, cobre e triton X-100. A
velocidade e sentido de deslocamento da T. pyriformis foram determinados através da andlise de
imagem

- Relacionamento da morfologia de agregados microbianos, provenientes de digestores
anaerobios, através do calculo das dimensdes fractais, com a actividade metanogénica acetoclastica
e velocidade de sedimentacdo. As dimensdes fractais massica, drea vs. didmetro de Feret e area vs.
perimetro foram determinadas através da analise de imagem;

- Determinagdo quantitativa da fluorescéncia de consércios metanogénicos e correlagdo

com as actividades metanogénica acetocléstica e hidrogenofilica e com a concentracdo de sélidos
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voléteis. Os parametros indice de fluorescéncia, fluorescéncia do fundo e ntimero de bactérias

fluorescentes por floco foram determinados através da andlise de imagem.

17



2. Materiais e Métodos



2.1 Reconhecimento Semi-Automaético de Protozoarios por Andlise de Imagem.

2.1 Reconhecimento Semi-Automatico de Protozoarios por
Andlise de Imagem.

As amostras foram recolhidas dos tanques de arejamento da estacdo de tratamento de
aguas residuais de Maxéville, Nancy. Foram mantidas em laboratério pelo periodo maximo de 24

horas com arejamento fornecido por uma bomba de aquario e temperatura a rondar os 20 °C.

Para a observagdo ao microscopio foi colocada uma gota numa ldmina e coberta com uma
lamela (18x18 mm) e observadas num microscépio de contrate de fase Dialux 20 (Leitz, Stuttgart).
A ampliacdo utilizada foi de 400x, para todos os protozodrios e a fonte de luz foi mantida no valor
minimo.

A aquisicdo foi efectuada com o auxilio de uma camara de escala de cinzentos CCTV
(Hitachi, Tokyo) com escala de 256 valores, com uma placa de aquisicdo de imagens Meteor (Matrox,
Montreal) e utilizando o software Visilog 5.1 (Noesis SA, les Ulis). O valor do contraste de aquisicao

foi de 200% e da luminosidade de 150%, definidos no software de aquisicao Visilog 5.1.
O numero de imagens adquiridas foi de 295 que foram posteriormente tratadas pelo

programa ProtoRec.sc5 a correr num computador pessoal (PC) com CPU Intel-Pentium II de 266

MHz e 96 Mbytes de memoria RAM.

Uma representacdo da instalagdo é apresentada de seguida:

Figura 2.1 - Representacdo da instalagdo experimental do Reconhecimento Semi-Automatico de Protozoarios
por Anélise de Imagem.
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2.2 Estudo da Mobilidade da Tetrahymena pyriformis em
Contacto com Toxicos.

Estudou-se o efeito que trés toxicos (cicloheximida, cobre e triton X-100), a diversas
concentragdes, possuiam sobre as tetrahymenas. Como cada téxico possui uma ac¢do diferente
sobre o protozodrio em causa, as concentragdes de cada um deles utilizadas foram diferentes.
Foram assim recolhidas imagens dos protozoarios apés um certo tempo de contacto com os téxicos
que foram gravadas em video para posterior analise das mesmas e obtencdo dos valores da
mobilidade em cada caso. Foi necessario também proceder a recolha de imagens de tetrahymenas

sem toxico para controlo.

O meio utilizado foi o meio liquido PPY (Proteose Peptone Yeast Extract Medium) do catalogo
Catalogue of Strains of CCAP (Culture Collection of Algae and Protozoa) (Tomkins et al., 1995). Este
meio tem a seguinte composigdo: peptona proteose 20,0 g/1, extracto de levedura 2,5 g/1, pH entre
6,6 €6,8.

Usaram-se culturas axénicas de Tetrahymena pyriformis, estirpe GL previamente incubadas

durante 18 a 24 horas.

As tetrahymenas foram observadas numa lupa binocular SZ 4045TR-CTV (Olympus, Tokyo)
com a ampliacdo méxima (40x). Foram, deste modo, adquiridas por uma camara de video CCD
AVC D5CE (Sony, Tokyo), e transmitidas para o video S-VHS Panasonic AG-5700-E (Matsushita,
Tokyo) e registadas em fita magnética. Posteriormente estas foram digitalizadas por uma placa de
aquisicao de imagens DT 3155 (Data Translation, Marlboro) com o auxilio do software comercial
Global Lab Image (Data Translation, Marlboro) e guardadas em computador em formato tiff com um
tamanho de 512x512 pixeis e 256 tons (8 bits) de cinzento. Para o comando do avanco do ntimero
de frames (imagens em fita magnética) do video foi utilizado um programa desenvolvido em
QuickBasic versdo 4.5 (Microsoft Corporation, Seattle), descrito no trabalho de Amaral (1996):
Videol4.bas. Em ambas as operagdes, aquisi¢do para video e digitalizagdo para computador, foi

necessaria a utilizagdo de um monitor de video PVM 1440QM (Sony, Tokyo).

Os dados foram obtidos através do programa Profo_v8 a correr num Computador pessoal

(PC) com CPU Intel-Pentium MMX de 166 MHz e 32 Mbytes de memoria RAM.
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Uma representacgdo da instalagdo é apresentada de seguida:

Figura 2.2 - Representacdo da instalacdo experimental do estudo da Mobilidade da Tetrahymena pyriformis em
Contacto com Toéxicos.
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2.3 Correlacdao entre Actividades e Dimensoes Fractais de
Agregados Microbianos Presentes em Digestores
Anaeroébios

Foram utilizados dois filtros anaerébios de leito fixo, construidos em vidro acrilico e com
enchimento de anéis de Raschig em PVC de 21 mm de didmetro, com area especifica de leito de 230
m?/m?3 e porosidade de 92,5%. O digestor I é de configuracao tradicional de modo ascendente e o
digestor II foi segmentado em 3 andares. Neste tiltimo colocou-se um separador gas-liquido-sélido
em cada andar. O volume inicial de liquido foi de 14,2 e 17,7 1 para os digestores I e II,

respectivamente.

O substrato utilizado foi um efluente lacteo sintético, obtido por diluicdo de leite magro
comercial com agua. Foram adicionados 5 g/1 de NaHCO; para manter a alcalinidade em valores
elevados (2500-5000 mg/1 CaCOs3). A partir do dia 343 passaram-se a adicionar solucées de macro
(0,6 ml/g CQO) e de micronutrientes (1 ml/I). As solugdes de macronutrientes e micronutrientes
encontram-se explicitadas de seguida.

- Solucdo de macronutrientes: 174 g/1 de NH4Cl, 28,3 g/l de KHyPO4 28,3 g/l de
(NH4)2504, 25,0 g/1 de MgCl.6H2O e 45,0 g/1 de KCl.

- Solucao de micronutrientes: FeCl,.6H,O (2 g/1); H3BOs (0,05 g/1); ZnCl> (0,05 g/1);
CuCL.2H,O (0,038 g/1); MnCL.4H,O (0,5 g/1); (NHs)eMo7O24.4H20 (0,05 g/1); AlCl.6H.O (0,09
g/1); CoClL.6H,O (2 g/1); NiClL.6HO (0,092 g/1); NasSeOs.5HO (0,164 g/1); EDTA (1 g/l);
Resazurina (0,2 g/1); HC1 37% (1 ml/I).

O indéculo foi obtido de um digestor anaerébio de tratamento de lamas integrado na
estacdo de tratamento de lamas residuais de Cambados, Maia. Foram adicionados a ambos os
digestores 3,6 1 de lamas com um teor de sélidos suspensos totais de 40 g/1, cuja fracgdo volatil era

de 51,5%.

As actividades metanogénicas em acetato e Hy/CO; foram determinadas de acordo com os
métodos descritos por Alves (1998) e envolveram os seguintes passos:

- Tampao anaerébio (meio basal): Adicionou-se 1 ml/1 de uma solugdo de rezasurina (1
g/1) e 0,5 g/1 de cisteina-HCL a 4gua destilada. Apés ajuste do pH a um valor de 7-7,2 (adicdo de

NaOH ou HCI 8N), leva-se a ebulicdo em aquecimento lento, até o indicador de rezasurina mudar
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de cor rosa para incolor, indicativo de condi¢ées anaerébias. O tampao é, seguidamente, arrefecido
em gelo na presenca de azoto até uma temperatura de 40 a 50 °C. Adiciona-se entdo 3,05 g/1 de
bicarbonato de sédio e substitui-se o azoto por N2/ COs.

- Substrato liquido: O substrato liquido utilizado foi o acetato. E assim possivel determinar
a actividade metanogénica especifica das bactérias metanogénicas acetoclasticas. A solugdo stock
do substrato liquido foi preparada numa concentragao 100 vezes superior a de trabalho. A solucao
de acetato foi assim preparada com uma concentragdo de 3 M, neutralizada a pH 7 e armazenada a

4°C.

A determinagdo da actividade metanogénica foi efectuada pelo seguinte procedimento:

Cada teste com substratos liquidos envolve ensaios em duplicado e ainda um ensaio em
branco. O volume de trabalho é de 12,5 ml e o volume total de 25 ml. A cada frasco previamente
lavado com N/CO; (80/20) adicionam-se, em condi¢des anaerdbias, volume de biomassa e de
tampao anaerdbio de tal modo que, num volume de 12,5 ml a concentracdo de sé6lidos volateis
esteja compreendida entre 2 e 5 g/1. Os frascos sao fechados com rolhas de borracha butirica n°
2048-11800 (Belco glass, Inc, Vineland, N.M.) e seladas com cdpsula em aluminio n°13214 (Pierce,
Reino Unido).

Os frascos sdo aclimatizados a 37 °C com agitacao a 150 rpm num agitador orbital Certomat
R (Braun, Frankfurt) durante uma noite. Seguidamente adicionam-se 125 ul de substrato, excepto
aos frascos relativos aos ensaios em branco. Apds remogdo do excesso de pressdo, devido a
degradacado do substrato residual, os frascos sdo incubados a 37 °C e a 150 rpm.

Ap6s 1 hora de incubagdo nessas condigdes, inicia-se a medigdo da pressdo desenvolvida
nos frascos (em mV). As leituras sdo repetidas com intervalos de tempo de 1 a 2 horas,
dependendo da velocidade de producdo, dando-se especial atencdo a fase inicial, que é a
considerada para o calculo da actividade metanogénica especifica. O teste considera-se terminado
quando a pressdo deixar de variar, indicando que todo o substrato foi consumido.

Determina-se entdo o volume de espaco vazio de cada frasco por injeccdo de uma
quantidade conhecida de ar e por registo do correspondente aumento de pressdo (em mV) por ml
de ar injectado (mV/ml). Este procedimento é realizado em triplicado para cada frasco. Por fim
determinam-se os sélidos volateis (SV) presentes em cada frasco com a totalidade do contetdo dos
mesmos.

Os valores de mV medidos sdo representados graficamente em fungdo do tempo e
calculam-se os respectivos declives na zona linear inicial, em mV/hora. Dividindo estes declives
pelos valores de mV/ml, correspondentes ao aumento de pressdo do ar injectado, exprimem-se os
valores obtidos em ml de biogas produzido por hora (ml/h). A percentagem de metano presente

no biogas produzido é determinada pela equagéo:
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2. Materiais e Métodos

mp= YR*VE o cH, (5.1)
Ve

em que:

Vh - Volume de gés inicialmente presente no frasco.

Vc - Volume de biogas produzido durante o teste.

% CH, - Percentagem de metano no biogas contido em cada frasco.

Sendo Vc e Vh calculados pelas seguintes expressoes:

_ leitura final, mV
mV/ml

Vc

_ leitura em mV correspondente a 1 atm
mV/ml

Vh

Multiplicando os ml de gas produzido numa hora por 24, pela percentagem de metano
(MP) e pelo factor de calibragdo do transdutor (FC) e dividindo o resultado pelos sélidos voléteis,

obtém-se o valor final da actividade metanogénica especifica:

ml/h x24x MP x FC

Act. met. especifica =
SV

(5.4)

Expressa-se em ml CH4@PTN/gSV.dia. FC representa um factor de calibracdo de cada
transdutor utilizado, e contempla a conversao dos valores para as condi¢des PTN. Aos valores da
actividade assim obtidos subtrai-se a actividade especifica, calculada da mesma forma para os

brancos.

Na determinacao da actividade hidrogenofilica o procedimento é idéntico ao da actividade
acetoclastica com a excepgdo de em vez de se adicionar acetato, pressurizarem-se os frascos com

H,/CO,, a1 bar.

As amostras, para a determinagdo dos pardmetros morfolégicos, por andlise de imagem,
foram retiradas e guardadas a 4 °C até serem adquiridas.
A aquisi¢do das imagens procedeu-se por deposicao dos flocos e granulos, anteriormente

recolhidos, numa placa de Petri, e visualizagdo através da lupa binocular SZ 4045TR-CTV 40x max.
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2.3 Correlagdo entre Actividades e Dimensdes Fractais de Agregados Microbianos Presentes em Digestores
Anaerébios

(Olympus, Tokyo) acoplada com uma camara CCD AVC D5CE (Sony, Tokyo) e placa de aquisi¢ao de
imagem DT 3155 (Data Translation, Marlboro).

As imagens foram digitalizadas com um tamanho de 512x512 pixeis e em escala de
cinzento de 256 cores através do software Global Lab Image 3.21 (Data Translation, Marlboro). Foram
posteriormente tratadas pelo programa Imago_v5 (Amaral, 1996), para Matlab 5.1, para a
determinacdo dos pardmetros morfolégicos. Este programa foi executado num computador

pessoal (PC) com CPU Intel-Pentium MMX de 166 MHz e 32 Mbytes de memoria RAM.

A velocidade de sedimentacdo foi calculada por medicdo do tempo que uma particula
demorava a percorrer uma certa distdncia vertical em meio aquoso. Este procedimento foi

efectuado para 50 particulas por amostra.

Uma representacdo da instalagdo é apresentada de seguida:

Figura 2.3 - Representacao da instalacdo experimental da Correlacdo entre Actividades e Dimensdes Fractais
de Agregados Microbianos Presentes em Digestores Anaerébios.
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2. Materiais e Métodos

2.4 Determinacdo Quantitativa da Fluorescéncia num
Digestor Anaerobio Perturbado

O reactor utilizado foi um digestor anaerébio de 5,9 litros de capacidade que funcionou
com uma agitacdo de 100 rpm e resguardado da luz. O inéculo era proveniente de um digestor
anaerébio da estacdo de tratamento de dguas residuais (ETAR) de Braga. O volume inicial de

inéculo foi de 4 litros, contendo um teor de SV de 3 g/1.

A solucdo de alimentagdo possuia uma caréncia quimica de oxigénio (CQO) de 6 g/1,
constituida por uma mistura de acetato, propionato e butirato com uma razdo em CQO de
24:34:41.

O caudal desta solugdo alimentado ao reactor foi de 0,236 1/dia (0,164 ml/min)
equivalendo a um tempo de retencdo de 25 dias. A composicdo das solugdes de macro e

micronutrientes é a mesma da referenciada no item 2.3.

As amostras, para a andlise dos sélidos volateis (SV) e composicao em AGV, foram
retiradas de 3 em 3 dias, aproximadamente, enquanto que para a andlise da actividade

metanogénica e da fluorescéncia foram retiradas de 7 em 7 dias.

Para a determinacdo da fluorescéncia foi colocado um volume de 5 pl de amostra numa
lamina e coberto com lamela. Foram entdo observadas, num microscépio de epi-fluorescéncia
Axioscop (Zeiss, Oberkochen), a uma ampliagdo de 400 vezes, e comprimento de onda de excitagdo
de 420 nm. Seguidamente foram fotografadas em rolo 800 ASA Kodak e com um tempo de
exposicao constante de 15 segundos.

A revelacao foi efectuada do mesmo modo para todos os negativos, procedendo-se de
seguida a uma digitalizagdo através de um digitalizador de mesa HP Deskscan IIc (Hewllet-Packard,
Palo Alto), com os mesmos pardmetros para todas as imagens (600x600 dpi, contraste 120 e
luminosidade 120), para um formato jpeg de 24 bits.

Os dados foram obtidos através do programa Fluor_v4 a correr num computador pessoal

com CPU Intel-Pentium II de 233 MHz e 64 Mbytes de memoéria RAM.
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2.4 Determinacdo Quantitativa da Fluorescéncia num Digestor Anaerébio Perturbado

A determinacgdo das actividades metanogénica e hidrogenofilica foi efectuada como

referido no item 2.3.

Para a determinagdo da composi¢do em acidos gordos volateis (AGV) foi utilizada a
técnica de cromatografia liquida de elevada eficiéncia (HPLC). As amostras foram primeiramente
centrifugadas durante 10 min a 15000 rpm para decantacdo de residuos s6lidos. A coluna utilizada
foi a coluna de acidos gordos volateis Chrompack, 300 x 6,5 mm, (Chrompack, New Jersey), detector
870-UV (Jasco, Tokyo), bomba 880-PU (Jasco, Tokyo), forno Column Thermostat (Chrompack, New
Jersey) e o eluente utilizado foi H>5O4 a 0,01 N a um caudal de 0,7 ml/min e com uma temperatura

de operacao de 40 ° C.

A determinagdo dos soélidos volateis (SV) foi feita por diferenca entre o peso da amostra
seca a 103-105 °C, até atingir peso constante, e calcinada a 550 °C. As determinagdes de sélidos

voléteis foram sempre feitas em triplicado.
Uma representacdo da instalagdo é apresentada de seguida:

|:>.n:> [:>

Figura 2.4 - Representacao da instalacao experimental da Determinacdo Quantitativa da Fluorescéncia num
Digestor Anaerdbio Perturbado.
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3. Reconhecimento Semi-
Automatico de Protozoarios por

Analise de Imagem



3.1 Sumario

3.1 Sumario

O estudo proposto incidiu sobre o reconhecimento e identificagdo automadtica de
protozoarios por andlise de imagem. Foi necessario, deste modo, elaborar um programa para
tratamento automatico (ou semi-automético) de imagens digitalizadas de protozodrios presentes
em estagdes de tratamento de dguas residuais (ETAR’s). A partir dos pardmetros calculados por
esse programa explorou-se a técnica de Analise de Componentes Principais (ACP) para uma

melhor identificacdo de cada espécie.

O programa elaborado trabalhou correctamente 248 imagens em 295 testadas, o que
implica uma taxa de 84% de imagens correctamente tratadas.

As principais conclusdes que podem ser retiradas sdo as seguintes:

Os protozoarios Tetrahymena, Trachelophyllum, Colpidium, Prorodon, Glaucoma e Opercularia
encontram-se completamente isolados.

Os protozoarios V. microstoma com pedianculo, V. convallaria com pedinculo, Zoothamnium
com pedanculo, V. convallaria, Zoothamnium, V. microstoma, Epistylis e Prorodon encontram-se
razoavelmente bem separados.

Os diferentes grupos de protozodrios encontrados (ciliados nadadores, ciliados sésseis,
ciliados moéveis de fundo e ciliados carnivoros) podem ser, a partir dos resultados obtidos,
reconhecidos e separados.

Os protozodrios indicadores de uma baixa eficiéncia de uma ETAR, como V. microstoma e
Opercularia encontram-se razoavelmente bem isolados, o que permite determinar possiveis

anomalias no funcionamento de uma ETAR.
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3. Reconhecimento Semi-Automatico de Protozodarios por Analise de Imagem

3.2 Introducao

Este estudo incidiu sobre o reconhecimento e identificagdo automatica de protozoarios por
analise de imagem. Foi proposto elaborar um programa para tratamento automatico (ou semi-
automatico) de imagens digitalizadas de protozodrios presentes em estagdes de tratamento de
aguas residuais (ETAR’s) e identificagdo de cada espécie.

De referir que ndo existem na literatura muitas referéncias ao reconhecimento e
identificacdo automatica de protozodrios por andlise de imagem. Existem algumas tentativas,
contudo, de isolar e identificar microrganismos diferentes, tais como o trabalho de Vieira et al.
(1992) de contagem de bactérias e leveduras presentes no mosto do vinho. Os trabalhos de Pons et
al. (Pons et al., 1992 e 1993, Pichon et al., 1992 e Baptiste, 1998) procedem a um tratamento
automatico por andlise de imagem para a caracteriza¢do de diferentes microrganismos, sendo que

o trabalho agora desenvolvido surge no decurso dessa linha.

Os protozodrios sdo referenciados, desde hd vérios anos atrds, como sendo excelentes
indicadores do estado de funcionamento de uma ETAR (Curds et al., 1970, Fernandez-Leborans et
al., 1996, Madoni, 1994 e Salvad¢ et al., 1995). Sendo essenciais em processos de purificagdo aerébia
0s protozoarios, e principalmente os ciliados, colonizam espontaneamente os tanques de
arejamento. Cerca de 230 espécies de protozoarios foram identificados em estagdes de tratamento
de 4guas residuais (33 flagelados, 25 rizépodes, 6 actindépodes e 160 ciliados) (Madoni, 1994).
Felizmente, apenas um numero pequeno ocorre frequentemente e a maioria destes aparecem em
todo o mundo (Macek, 1989, Madoni et al., 1993, Salvadé et al., 1970 e Yun-Fen et al., 1986).
Olhando para o tanque de arejamento como um ecossistema artificial, diferentes grupos funcionais
podem ser identificados em fungdo das relagdes tréficas entre os mesmos, e em relagdo a bactérias.
Deste modo, podem-se discernir os flagelados, ciliados nadadores e ciliados sésseis que se
alimentam de bactérias livres; ciliados nadadores de fundo, que se alimentam de bactérias

floculantes e ciliados carnivoros que se alimentam de outros protozoarios.

Os protozodrios, presentes nos tanques de arejamento, numa estagdo de tratamento de
aguas residuais (ETAR) diferem muito consoante as condi¢des e o estado de funcionamento da
ETAR. Assim, numa fase inicial de arranque predominam as espécies tipicas dos efluentes:
flagelados e ciliados nadadores. Numa segunda fase, com a formacdo de lamas activadas, as

formas nadadoras sdo rapidamente substituidas por formas sésseis e méveis de fundo. A terceira e
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3.2 Introducao

dltima fase caracteriza-se por uma microfauna que reflecte as condicoes estaveis atingidas, isto ¢,
uma densidade elevada da microfauna ( > 10° células por litro), especialmente de sésseis e méveis
de fundo. Deve também evidenciar uma comunidade diversificada sem predominio notério de
qualquer espécie. Uma estagdo a funcionar bem ndo deve ter em elevada quantidade as espécies
presentes na primeira fase. Isto pode, no entanto, acontecer nos casos pontuais de falta de
oxigenacdo, carga excessiva, carga muito varidvel no tempo e ainda de variagdes significativas no

tempo de retengdo entre outras (Curds et al., 1970).

Ciliados
nadadores

Z{liados sés5eis

Flagelados

I4° relativao

Fotiferaos

Tempao

Figura 3.1 - Sucessao dos protozoérios dominantes numa ETAR ao longo do tempo (Curds et al., 1970).

O predominio de algumas espécies pode fornecer valiosas informagdes sobre o estado de

funcionamento de uma ETAR:

- Pequenos flagelados: Revela uma ma eficiéncia que pode ser causada por lamas pouco

oxigenadas ou entrada de substincias em vias de fermentacao.

- Pequenas amebas nuas e flageladas: Revela uma ma eficiéncia que pode ser causada por

uma carga elevada ou de baixa degradabilidade.

- Pequenos ciliados nadadores (< 50 um): Revela uma eficiéncia mediocre que pode ser

causada por um tempo de contacto demasiado curto ou lamas pouco oxigenadas.

- Grandes ciliados nadadores (> 50 um): Revela uma eficiéncia mediocre que pode ser

causada por uma carga demasiado elevada.
- Ciliados sésseis: Revela uma baixa eficiéncia que pode ser causada por fenémenos
transitorios.

- Ciliados moveis de fundo: Revela uma boa eficiéncia.

- Ciliados sésseis em conjuncdo com moveis de fundo: Revela uma boa eficiéncia.

- Amebas com teca: Boa eficiéncia indicando estar-se perante uma carga baixa e/ou

diluida e uma boa nitrificacao.
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3. Reconhecimento Semi-Automatico de Protozodarios por Analise de Imagem

Exemplos de cada espécie de protozoarios, provenientes de imagens obtidas e estudadas,
encontram-se apresentadas de seguida, abrangendo os principais tipos de protozodrios presentes

numa ETAR (ciliados nadadores; ciliados méveis de fundo, ciliados sésseis e ciliados carnivoros):

a) Colpidium b) Glaucoma c) Tetrahymena d) Trachelophyllum
e) Euplotes f) V. convallaria g) Epistylis h) Opercularia
i) V. microstoma j) Zoothamnium k) Litonotus 1) Prorodon
Figura 3.2 - a) - d) ciliados nadadores. e) ciliado mével de fundo. g) - j) ciliados sésseis. k) e 1) ciliados
carnivoros.

As principais estruturas externas de locomocao ou ligagdo dos protozoarios estudados sao
os flagelos, os cilios e o peddnculo. Os flagelos sdao compostos por dois microtibulos centrais e
nove periféricos duplos, a que se da o nome de axonema. Este tiltimo é recoberto por uma camada
continua com a superficie do protozoario. Os microttibulos estdo associados a proteinas. Algumas
servem para ligar os microtibulos entre si, enquanto outras geram a forca de deslocamento que
controla o movimento dos flagelos. Os cilios podem ser considerados como flagelos de menor
comprimento, sendo a sua estrutura interna idéntica a dos flagelos (Alberts ef al., 1994).

Os pedinculos sao uma estrutura elongada, formada especificamente para ligar um
organismo a um substrato vivo ou ndo. Nos ciliados os pedtinculos surgem como uma extensao
viva do corpo do organismo ou como uma secre¢do de materiais especificos ndo vivos, ou ainda

como uma combinagdo destes dois (Wetherbee et al., 1994).

Nao existem muitos estudos publicados da utilizacdo de andlise de imagem no
reconhecimento e identificagdo automatica de microrganismos. No entanto, as aplicagdes mais

comuns vao desde a enumeracdo de bactérias em alimentos sélidos, andlise de texturas de
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3.2 Introducao

colénias, diferenciagdo bioquimica de colénias flingicas e diferenciacdo de micélio de culturas

submersas fungicas entre outras (Vecht-Lifshitz ef al., 1992).

Os protozodarios foram obtidos a partir da estagdo de tratamento de dguas residuais de
Maxéville, Nancy (Franca). Para o efeito foram retiradas amostras dos tanques de arejamento e
mantidas em laboratério pelo periodo maximo de 24 horas com arejamento. Os protozoarios
estudados, num total de 12 espécies, pertenciam a 4 grandes grupos: ciliados nadadores
(Tetrahymena, Colpidium, Glaucoma e Trachelophyllum), ciliados méveis de fundo (Euplotes), ciliados
sésseis (Opercularia, V. microstoma, V. convallaria, Epistylis e Zoothamnium) e ciliados carnivoros
(Litonotus e Prorodon). Os protozoarios foram observados ao microscépio em condigdes bem
especificas e constantes, sendo digitalizados através de uma cdmara de video CCD, de uma placa
de aquisicdo de imagens e de software proprio.

Os protozoarios sésseis Opercularia e Epistylis foram identificados sem pedinculo, devido a
auséncia de mionema, enquanto que os restantes (V. microstoma, V. convallaria e Zoothamnium)
foram divididos em dois grupos cada, consoante o programa foi capaz de identificar o mionema

ou nao.

O programa utilizado (ProfoRec), foi programado em Visilog 5.1 (Noesis). Foi assim,
desenvolvido um programa, para reconhecimento semi-automatico de protozodrios, utilizando as
fung¢des de mais alto nivel de programacdo do Visilog, através da possibilidade de gravacdo de
accdes (ProtoRec.sc5). Posteriormente foi convertido (ProtoRec.rsc) para a linguagem de
programacdo em Visilog de mais baixo nivel (COOL), préxima da linguagem C, utilizando fungdes
da biblioteca propria do Visilog. De um modo muito geral (uma descri¢do mais completa encontra-
se numa secgdo propria - Programa), o programa tem a seguinte sequéncia:

- Numa primeira fase procede ao melhoramento da imagem e, numa segunda fase o
programa reconhece os objectos (protozoarios e alguns flocos). Em fungdo da imagem binaria
obtida o programa pode seguir dois cursos distintos.

- Caso os protozodrios se encontrem isolados dos flocos procede-se a uma eliminacgdo dos
flocos e depois a fase de andlise de imagem propriamente dita, na qual se efectua o célculo dos
parametros e eliminagdo dltima de flocos.

- No caso de os protozodrios se encontrarem em contacto com os flocos o programa
contém os seguintes passos: o primeiro procedimento a ser efectuado é a separagdo dos
protozoarios ligados a flocos; seguidamente é determinada uma imagem contendo os marcadores
dos objectos maiores ou mais regulares e, seguidamente, procede-se a eliminacdo dos flocos de
menores dimensdes. E necessario, finalmente, reconhecer e ligar os cilios, flagelos e mionema,
isolados pelos tratamentos anteriores, aos protozoarios. Como esta ultima operagdo pode

reintroduzir pequenas sujidades presentes nas lamas é necessario proceder a sua eliminagdo.
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3. Reconhecimento Semi-Automatico de Protozodarios por Analise de Imagem

Finalmente, o programa efectua a fase de andlise de imagem propriamente dita, na qual se efectua
o célculo dos parametros e eliminagdo dltima de flocos.

- Por ultimo, os resultados sdo guardados em ficheiros texto (.txt) e as imagens finais dos
objectos identificados numericamente, obtida aquando da determinacdo dos parametros, é

guardada em formato binario do Visilog (.im5).

Os dados obtidos, através do programa, sdo posteriormente estudados e organizados de
um modo que permita a identificagdo de cada espécie. No corrente trabalho foi utilizada a técnica
de Analise de Componentes Principais (ACP) (Chandwani et al., 1997). Esta é uma técnica que
permite representar um determinado nimero de paradmetros, referentes aos individuos estudados,
num espago a duas dimensdes, o que torna os resultados mais facilmente compreensiveis. Para
este efeito foi utilizado o software comercial XIStat (Thierry FHAMY, Paris). Os parametros
escolhidos para serem utilizados na técnica ACP foram os seguintes: Area, Excentricidade, Forma
de Feret, Forma Area-Perimetro e Comprimento, uma vez que foram os que propiciaram uma

maior diferenca de valores entre os diferentes tipos de protozoérios estudados.

As operagdes realizadas por este programa sdo as seguintes:

- Célculo da matriz de correlacdes. Esta matriz representa cada um dos pardmetros em

funcdo da correlagdo de cada um com os outros. Os parametros melhor correlacionados terdo um

valor em médulo mais préximo da unidade.

Tabela 3.1 - Matriz das correlagdes.

Par. A Par. B Par. C Par. D Par. E
Parametro A 1 XAB™ XBA XACTXCA XACTXCA XACTXCA
Parametro B XBA 1 XBC=XCB XBC=XCB XBC=XCB
Parametro C Xca XCB 1 XCD=XDC XCE=XEC
Parametro D XDA XDB XDC 1 XDE=XED
Parametro E XEA XEB XEC XED 1

- Célculo da matriz dos valores préprios. Cada valor préprio corresponde a uma

percentagem de variabilidade. Se se representar os resultados em funcdo dos n primeiros eixos, a

percentagem de variabilidade cumulativa é a soma das n primeiras colunas da matriz.

Tabela 3.II - Matriz dos valores proprios.

Eixo 1 Eixo 2 Eixo 3 Eixo 4 Eixo 5
Valor préprio V1 V2 V3 V4 Vs
% de variabilidade Y1 / Ytotal Y2/ Ytotal ys/ Ytotal Y4/ Ytotal YS/ Ytotal
% cumulativa yi/ (yity2)/ | (ityatys)/ | (yityatystys)/ 1
Yitotal VYitotal Yitotal Yitotal
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3.2 Introducao

- Célculo da matriz dos vectores proprios. Esta matriz contém as coordenadas dos

vectores dos pardmetros nos novos eixos.

Tabela 3.III - Matriz dos vectores proprios.

FEixo 1 Eixo 2 Eixo 3 Eixo 4 FEixo 5
Parametro A ka1 ka2 kas kas kas
Parametro B kg1 kg kgs N kgs
Parametro C ke ke Kcs kcs Kcs
Parametro D kp1 kp2 kps kps kps
Parametro E kg1 ke ks ke Kgs

A representagdo dos parametros no circulo de correlagdo dos eixos 1 e 2 permite evidenciar
a correlacdo dos parametros no novo sistema de eixos. Quanto mais préximos dois parametros se

encontram um do outro maior é a sua correlacéo.

15 -
1
% 05
>
S @ :
2
[ma]
05
1
15 1
15 1 05 0 05 1 15
Eixo1 (y1%)

Figura 3.3 - Representacdo dos pardmetros no circulo de correlagdes.

- Célculo da tabela de coordenadas dos individuos nos novos eixos. Esta matriz permite
determinar a posicdo de cada individuo no novo sistema de eixos e representa-lo posteriormente

em grafico.

Tabela 3.1V - Tabela das coordenadas nos novos eixos.
Eixo 1 Eixo 2 Eixo 3 Eixo 4 Eixo 5

Individuo 1 k11 k12 k13 k14 k15
Individuo 2 k21 kzz k23 k24 k25
Individuo 3 k31 k32 k33 k34 k35
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Os valores de cada protozoario (i), nos novos eixos, sdo calculados pela seguinte férmula:

A, - B, - C, - D, - E, -
kij — kAj 10- HA + kBj 10- HB + ij Io_—’uc + ij % + kE] IG—’UE (61)
A B C D E

Em que A, B, C, D e E sdo os pardmetros calculados, p a média, c o desvio padrao e i

representa cada um dos protozodrios.
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3.3 Programa

A descricdo do programa apresentada a seguir tem por base a versdo em linguagem de
mais alto nivel, uma vez que permite evidenciar melhor o funcionamento de cada funcao utilizada
no mesmo. Ao invés, o programa de mais baixo nivel, de funcionamento em tudo idéntico a este,
explora fun¢des de muito baixo nivel e dilui a apreensao imediata de cada uma das fungdes pela
subdivisdo destas em multiplos comandos individuais. As fungdes préprias do Visilog encontram-

se melhor explicitadas no Apéndice F.

O programa, numa primeira fase procede ao melhoramento da imagem inicial do
protozoario, com 256 tons de cinzento possiveis, da qual constam os seguintes passos:

1. Aquisi¢do da imagem original, em formato tiff.

Figura 3.4 - Imagem resultante da aquisicdo (ponto 1).

2. Aplicacdo de um filtro de convolugdo triangular 2 de tamanho de caixa 3x3, com o
objectivo de suavizar a mesma e eliminar ruidos provenientes da aquisi¢do. Os filtros de
convolugdo sdo filtros lineares (Russ, 1995), isto é, sao filtros que sdo uma combinacao linear dos
valores do pixel em causa e dos que o rodeiam, e obedecem as seguintes regras:

o(E+8) = o) + 0(g) 62)

o(AMf) =ro(f): L e R (6.3)

Em que ¢ é um filtro linear e f e g sdo imagens.
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Um filtro linear com os coeficientes apresentados na matriz da esquerda, operando sobre a

parte de uma imagem apresentada na matriz da direita, apresenta o resultado seguinte:

1(4 k3 k2 In-l,m-l In,m—l In+1,m-l
k5 kO kl In—l,m In,m In+1,m
ke | kr | ks Int,m+1 Inm+1 Ln+1,m+1

On,m = 1/K, ( 1(0 In,m + kl In+1,m + k2 In+1,m-'l + k3 In,m—l + k4 In-l,m-l + k5 In-l,m + k6 X In-l,m+1+ k7 X

In,m+1 + k8 X In+1,m+1) (64)
Em que Onm é o valor do elemento (n,m) da matriz resultante e o valor de K’ (constante
para normalizar o resultado) é definido por :

K=ko+ki+ky+ks+ks+ks+ks+ky+ ks (65)

A matriz do filtro triangular 2, presente no software Visilog, é a seguinte:

1 1,29 1
1,29 2 1,29
1 1,29 1

O valor de K’ para este filtro é de 11,16.

3. Equalizagdo, por histograma, da imagem para aumentar a gama dos valores de cinzento
utilizada e o contraste. Se uma imagem contém n pixeis que utilizam m valores de cinzento, existe
uma média de n/m pixeis por valor de cinzento. Uma imagem esta correctamente contrastada se o
nimero de pixeis se aproxima deste valor para cada valor de cinzento (Noesis S.A., 1998). O
principio desta equalizacdo é o de tentar uniformizar o histograma da imagem.

4. Aplicacao do filtro de mediana de tamanho de caixa 4x4, de modo a reduzir o ruido
provocado pela operagdo anterior. O filtro de mediana é um filtro nado linear que substitui o valor
do pixel central pela mediana dos valores que se encontram na caixa definida a sua volta pelo
tamanho do caixa (Russ, 1995).

5. Determinagdo da imagem do fundo através da operagdo closing aplicada 15 vezes
consecutivas e da aplicagdo de um filtro linear de média (ponto 5) com o intuito de suavizar a
mesma. A operagdo closing substitui os valores de cada pixel pelo maior valor a sua volta, o que,
para fundos mais claros que os objectos, permite evidenciar o fundo e ir gradualmente eliminando
0s objectos.

6. Aplicagao do filtro de média de caixa 30x30 que substitui o valor central pela média dos
valores que se encontram na caixa definida a sua volta pelo tamanho do caixa. Isto vai permitir

suavizar a imagem do fundo.
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7. Subtraccao da imagem de fundo a imagem resultante do ponto 2, para retirar o fundo da
mesma e uniformizar diferencas de valores de pixeis devidas a diferencas de iluminagdo. Isto

permite também evidenciar os objectos presentes na imagem.

Numa segunda fase o programa reconhece os objectos (protozodrios e alguns flocos)
através das operagdes seguintes:

8. Escolha manual do limite de deteccao de cor 6ptimo.

9. Binarizagao através do limite de deteccao de cor em que os objectos adquirem valor 1 e o
fundo valor 0.

10. Operacao de closing, aplicada 1 vez, para fechar possiveis contornos abertos. Deste
modo, pixeis de valor 1 que se encontrem a uma distdncia de dois ou menos pixeis sao ligados
entre si.

11. Preenchimento das zonas interiores dos objectos através de uma fungdo prépria do
Visilog: hole-fill. Esta fungdo primeiramente calcula a imagem inversa da imagem bindria, depois
efectua uma dilatacdo geodésica da imagem inversa. A dilatagdo geodésica consiste em efectuar
sucessivas dilatacdes em que cada uma é seguida por uma intersecgdo com a imagem original até
convergir, o que garante que os objectos dilatados nao irdo atingir os outros objectos. Finalmente,
inverte a imagem inversa de modo a obter-se a imagem bindria original com as zonas internas dos

objectos preenchidas.

Em funcdo da imagem bindria obtida o programa pode seguir dois cursos distintos. O
utilizador, nesta fase deve seleccionar uma das opgdes disponiveis: ‘protozoarios isolados’ ou
‘protozodrios ndo isolados’. Caso os protozodrios se encontrem isolados dos flocos procede-se a
uma eliminacado dos flocos com os seguintes passos:

12. Eliminagdo dos objectos em contacto com as extremidades da imagem através de uma
funcdo proépria do Visilog: border-kill. Esta funcdo actua do seguinte modo: primeiramente retém
apenas os pontos que se encontram na fronteira da imagem, seguidamente esses pontos actuam
como marcadores para a reconstrugdo dos objectos em contacto com a fronteira, por dltimo apenas
0s objectos que se encontram na imagem original e ndo se encontram nesta tltima imagem sdo
considerados.

13. Eliminacdo dos objectos mais pequenos (sujidades presentes nas lamas), através de
uma operacao opening aplicada 15 vezes e reconstrugdo dos objectos remanescentes (ponto 14). A
operagdo opening, numa primeira fase vai eliminar consecutivamente os pixeis presentes na
fronteira dos objectos. Numa segunda fase vai adicionar consecutivamente pixeis a fronteira do
objecto resultante da primeira fase. Quando aplicada 15 vezes consecutivas elimina objectos até

um tamanho méximo de 30x30 pixeis.
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14. A operacdo reconstruct é uma funcdo prépria do Visilog, que tem por objectivo a
reconstrugdo do objecto original a partir do seu marcador e vai reconhecer todos os pixeis que se

encontram ligados aos marcadores na imagem original. Esta operacdo é efectuada a partir da

dltima imagem e da imagem resultante do ponto 12.

Depois destas operagdes (utilizadas quando os protozoarios se encontram isolados dos
flocos) procede-se a fase de andlise de imagem propriamente dita, na qual se efectua o célculo dos
parametros e eliminacdo dltima de flocos. Esta fase encontra-se desenvolvida mais adiante, do

ponto 40 ao ponto 45.

No caso de os protozodrios se encontrarem em contacto com os flocos o programa contém
0s seguintes passos:

O primeiro procedimento a ser efectuado é a separagdo dos protozoarios ligados a flocos.
As operagdes constantes deste procedimento sao as seguintes:

15. Determinacado da fungdo distancia da imagem bindria, através de uma funcao prépria
do Visilog: distance. Esta funcdo calcula a distadncia de cada pixel de um objecto a fronteira mais
préxima. O resultado é uma imagem de nivel de cinzentos calculada a partir da soma de imagens
de erosdes consecutivas. Assim, cada pixel x, de um objecto X, adquire um valor de cinzento I
igual a distdncia em nimero de pixeis da fronteira do objecto mais préxima (Noesis, S.A. 1998).

I=ds[x,d(X)] (6.6)

Para uma grelha quadrada a distdncia, ds, calculada é a denominada distAncia num
tabuleiro de xadrez:

ds[(ij), (hk)]=max( [h-i], [k-j[) (6.7)

16. Determinagdo da imagem dos maximos regionais da funcdo distancia (abrangendo
uma gama de 2 niveis de cor) e identificagdo numérica de cada um dos maximos obtidos através

de fungdes proprias do Visilog: merge_maxima e label (ponto 17). A funcdo merge_maxima calcula os

maximos regionais do seguinte modo: Primeiramente o factor de contraste (nimero de niveis de
cor a abranger pelo maximo) é subtraido da imagem original. O resultado desta subtracgdo é entao
usado para reconstruir numericamente a imagem. Por Gltimo sao calculados 0os méaximos regionais

da imagem reconstruida numericamente.
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m Maximo regional

$ Gama de niveis de cor I

!

Figura 3.5 - Operacdo merge_maxima sobre uma imagem (Noesis, S.A., 1998).

17. Utilizacdo da funcdo label que atribui um valor inteiro diferente a cada conjunto de
pixeis ligados (objecto).

18. Célculo da imagem inversa da funcao distancia e utilizacdo da mesma e da imagem
resultante do ponto 17, para a determinacdo das linhas de separacdo dos objectos através de uma
fungdo propria do Visilog: fastwatershed (ponto 19). A determinacdo da imagem inversa da fungdo
distancia permite a funcdo fastwatershed, determinar as bacias da imagem, enquanto que a imagem
dos maximos permite determinar o nimero de objectos a separar, uma vez que funciona como
uma imagem de marcadores.

19. A funcdo fastwatershed determina as denominadas linhas de separacdo, que representa
numa imagem binaria. O principio de funcionamento desta fun¢do é chamado de imerséo e baseia-
se na simulagdo da subida da dgua a partir de um determinado conjunto de marcadores. Um ponto

da linha de separagdo aparece quando duas frentes distintas da dgua se juntam.

alWatershed
& Marcadores
\ - /
b ™ i
\ F Yo
kY Fi
LY K
3\ Fi
k" Fi
\WWA‘Q/

Figura 3.6 - Operagdo watershed sobre uma imagem (Noesis S.A., 1998).

20. Isolamento dos objectos por eliminacgdo dos pixeis que definem as linhas de separagdo
na imagem bindria original através da funcdo logical_sub. Esta tltima retém os pixeis de valor 1 que
se encontrem na primeira imagem, mas ndo na segunda. Assim, obtida a imagem binaria das
linhas de separacdo e eliminando os pixeis de valor 1 desta tltima na imagem resultante do ponto

11, obtém-se uma imagem bindria com os objectos separados.
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V4
»
Figura 3.7 - Imagem resultante da funcao logical_sub (ponto 20).

O reconhecimento dos cilios, flagelos e mionema é obtido através das operacées seguintes:

21. Utilizagdo da operacdo erosdo (erode), aplicada 5 vezes sobre a imagem resultante do
ponto 20, reconstrucdo dos objectos remanescentes (ponto 22) e utilizacdo da operagdo légica xor
(ponto 23) entre esta tltima imagem e a imagem resultante do ponto 14. A imagem resultante da
operagdo erosdo seguida da reconstrucdo dos objectos contém apenas os objectos de dimensdes
superiores a 10x10 pixeis.

22. A operacao reconstruct é aplicada a tltima imagem e a imagem resultante do ponto 20.

23. A operagdo xor, que compara duas imagens, tem o seguinte significado: ‘ou um ou
outro, mas ndo os dois’, isto é apenas retém os pixeis com valor 1 que estdo presentes ou numa
imagem ou na outra, mas ndo nas duas. Deste modo, quando aplicada a tdltima imagem e a
imagem resultante do ponto 20, a imagem resultante vai possuir apenas os objectos em que uma

das dimensoes seja inferior a 11 pixeis, como é o caso dos cilios, flagelos e mionema.
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Figura 3.8 - Imagem resultante da operagao xor (ponto 23).

24. Dilatagdo dos cilios, flagelos e mionema em 1 pixel.
25. Eliminacao dos objectos em contacto com as extremidades da imagem através de uma

funcao prépria do Visilog: border-kill.

Seguidamente é determinada uma imagem contendo marcadores dos objectos maiores ou
mais regulares. Os seguintes passos compdem esta operagao:

26. Suavizacao extrema da imagem do ponto 5, através da aplicacdo de um filtro linear de
baixas frequéncias gaussiano de caixa 7x7 (Russ, 1995). E utilizada uma funcio prépria do Visilog:
lowpass_7x7. Este filtro é aplicado cinco vezes consecutivas. A matriz gaussiana de tamanho de

caixa 7, presente no software Visilog, é a seguinte:

025 | 0,37 | 047 0,5 047 | 037 | 0,25
037 | 054 | 068 | 0,74 | 0,68 | 0,54 | 0,37
047 | 068 | 0,86 | 093 [ 0,86 | 0,68 | 047
0,5 0,74 | 0,93 1 093 | 0,74 0,5

047 | 068 | 0,86 | 093 | 0,86 | 0,68 | 047
037 | 054 | 068 | 0,74 | 0,68 | 0,54 | 0,37
025 | 0,37 | 047 0,5 047 | 037 | 0,25

O valor de K’ (constante para normalizar o resultado) é igual a 28,44.

27. Inversdo da imagem e subtraccdo do valor unitdrio 10 (ponto 28) para determinacao
posterior dos maximos regionais abrangendo uma gama de 10 niveis de cor.

28. Subtraccao do valor 10.

29. Reconstrugdo numeérica da imagem invertida a partir desta tltima e da imagem

resultante do ponto 27, com uma fungdo prépria do Visilog: numreconstruct. Nesta funcdo, a cada
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passo a imagem resultante da subtrac¢do é dilatada por um elemento estrutural de tamanho
unitério. Este algoritmo é baseado num método recursivo em que o minimo da imagem dilatada e
da imagem invertida é retido e usado como imagem inicial da préxima iteracdo. Esta operacao
repete-se até ndo haver mais mudangas. Isto implica que os picos e vales sdo atenuados resultando

uma imagem muito mais homogénea.

F(x) #— Funcio inicial

Funcgéo dos
marcadores

L J

Figura 3.9 - Operacao numreconstruct sobre uma imagem (Noesis S.A., 1998).

30. Determinagdo da imagem dos maximos da tltima imagem (abrangendo uma gama de
10 niveis de cor) e identificagdo numérica de cada um dos maximos obtidos através de fungdes

proprias do Visilog: fastmaxima e label. A fungdo fastmaxima calcula os maximos regionais.

31. A fungdo label atribui um valor inteiro diferente a cada conjunto de pixeis ligados
(objecto).

32. Determinacdo de linhas internas de separacdo nos objectos através de uma fungdo
propria do Visilog: fastwatershed. A imagem resultante da aplicacdo do filtro lowpass_7x7 permite a
funcao fastwatershed, determinar as bacias da imagem. A imagem dos maximos permite a funcao
fastwatershed determinar o ntimero de objectos a separar. A funcdo fastwatershed determina as
linhas de separacdo que representa numa imagem binaria com valor 1 sobre um fundo de valor 0.

33. Célculo da imagem dos marcadores através da operagdo logica and da imagem
resultante do ponto 25 e da imagem de linhas internas. Esta operacdo vai permitir rodear
internamente os objectos por uma linha fechada.

34. Preenchimento das zonas interiores dos objectos através de uma funcdo prépria do

Visilog: hole-fill.

Procede-se entdo a eliminagdo dos flocos de menores dimensdes do seguinte modo:
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35. Utilizagdo da operacdo abertura (opening), aplicada 15 vezes, e reconstrucdo dos
objectos remanescentes através de uma fungdo prépria do Visilog: reconstruct (ponto 36). Quando
aplicada 15 vezes consecutivas a func¢do opening elimina objectos até um tamanho méximo de
30x30 pixeis.

36. A operacao reconstruct é aplicada a tltima imagem e a imagem resultante do ponto 34.

E necessério, finalmente, ligar os cilios, flagelos e mionema, isolados pelos tratamentos
anteriores, aos protozoarios:

37. Ligacdo aos protozodrios através da utilizagdo da operagdo légica or entre esta dltima
imagem e a imagem resultante do ponto 36. Deste modo, sdo ligados os cilios, flagelos e mionema
que se encontram a 1 pixel de distancia e que haviam sido separados dos protozoarios aquando da

aplicagdo do filtro watershed.

Como esta ultima operacdo pode reintroduzir na dltima imagem pequenas sujidades
presentes nas lamas (possuindo uma das dimensdes inferior a 11 pixeis) é necesséario proceder a
sua eliminacao:

38. Utilizacdo da operagdo erosdo, aplicada 15 vezes e reconstrugdo dos objectos
remanescentes pela funcdo propria do Visilog: reconstruct (ponto 39). Quando aplicada 15 vezes
consecutivas, a operacao erosdo elimina objectos até um tamanho maximo de 30x30 pixeis.

39. A operagdo de reconstrugdo (reconstruct) é efectuada a partir da tltima imagem e da

imagem resultante do ponto 37.

Este procedimento vai eliminar os objectos (sujidades) reintroduzidos na tltima operagao
que ndo ficaram ligados aos protozoarios, obtendo-se assim a imagem final binaria dos

protozodrios.
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Figura 3.10 - Imagem resultante da fungdo reconstruct (ponto 39).

Procede-se finalmente a fase de anélise de imagem propriamente dita, na qual se efectua o
calculo dos parametros e eliminacdo ultima de flocos. Esta fase pode ser representada por dois
processos distintos:

40. Utilizagdo da funcdo label que atribui um valor inteiro diferente a cada conjunto de
pixeis ligados (objecto).

41. Determinacdo, através de uma funcdo prépria do Visilog (analyse_grey in), dos
pardmetros seguintes: Didmetros de Feret, Area, Perimetro, Didmetro Equivalente, Excentricidade,
Forma de Feret, Comprimento, Valor Maximo de Cinzentos, Valor Médio de Cinzentos, Valor
Minimo de Cinzentos, Forma Area-Perimetro, Desvio Padrdo de Cinzentos e Largura. Os
pardmetros calculados referem-se a projeccdo do protozodrio no plano de captura da imagem. Os
diversos parametros encontram-se explicados de seguida:

- Didmetros de Feret - maxima distancia entre 2 tangentes paralelas que tocam lados
opostos de um objecto (Glasbey, 1994). Foram utilizados os seguintes angulos: 0°, 18°, 36°, 54°, 72°,
90°, 108°, 126°, 144° e 162°.

Figura 3.11 - Representacdo do didmetro de Feret de um objecto.

- Area - area do protozodrio.
- Perimetro - perimetro do protozoario.
- Diametro Equivalente - didmetro de um circulo com a mesma area do protozoario.

2
_ (47%) (my - mpp)” +4my,

- Excentricidade - E e

(6.8)

em que m; representa o momento de ordem i,j do objecto e A a adrea (Glasbey, 1994).
- Forma de Feret - maximo didmetro de Feret a dividir pelo didmetro de Feret a 90°
(Noesis, S.A., 1998).

- Comprimento - maior valor dos didmetros de Feret do protozoario.
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- Valor Méximo de Cinzentos - maior valor dos pixeis pertencentes aos protozoarios na
escala de cinzentos (0 a 256).

- Valor Médio de Cinzentos - valor médio dos pixeis pertencentes aos protozoarios na
escala de cinzentos.

- Valor Minimo de Cinzentos - menor valor dos pixeis pertencentes aos protozoarios na

escala de cinzentos.

2
PCrofton (69)

47A

- Forma Area-Perimetro - FAP =

em que o perimetro de Crofton (Pcrofion) € @ média das distancias entre as intersec¢des nos 8
angulos (Noesis, S.A., 1998).

- Desvio padrao de cinzentos - desvio padrdo dos valores de todos os pixeis do
protozoario.

- Largura - menor valor dos didmetros de Feret do protozoario.

42. Eliminagdo de objectos bastante irregulares (flocos), através do célculo da razdo entre o
perimetro e o comprimento de cada objecto e comparagdo com um valor de referéncia. Os valores
de referéncia sdo de 6 para o caso de os objectos apds a binarizagdo se encontrarem isolados e de 5
para o caso contrario.

43. Imposicdo do limite de deteccdo de cor, dos objectos a serem eliminados (flocos), com o
valor dos pixeis do objecto apés o ponto 40.

44. Eliminacdo dos flocos através da operagdo morfoldgica xor entre a tltima imagem e a

imagem do ponto 40.

Por dltimo, os resultados sdo guardados em ficheiros texto (.txt) e as imagens finais de
cada objecto identificado numericamente, obtida aquando da determinacdo dos parametros, é
guardada em formato Visilog (.im5):

45. Gravacao dos ficheiros dos resultados e imagem em disco.

Um organigrama do programa é referido de seguida:
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Figura 3.12 - Organigrama do programa ProtoRec.
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3.4 Resultados e Discussao

Os resultados mais importantes encontram-se descritos de seguida. Os valores dos
parametros calculados pelo programa (Forma de Feret, Forma Area-Perimetro, Excentricidade,
Area e Comprimento), para cada elemento das espécies de protozoarios estudadas encontram-se
no apéndice A. Os valores de cada elemento das espécies de protozoarios no eixo 1, 2 e 3
encontram-se tabelados também no apéndice A.

Numa primeira fase foram utilizados todos os resultados obtidos, e observados os graficos
referentes a cada espécie de protozodrio. Os valores que se encontravam fora da area de
localizagdo foram rejeitados. Procedeu-se entdo a nova determinacdo de todos os valores
calculados pela técnica ACP (Anélise de Componentes Principais). Todos os valores apresentados
nos resultados e no apéndice A referem-se apenas aos valores ndo rejeitados, tratados novamente

pela técnica ACP

Os resultados foram analisados segundo a técnica ACP na qual, primeiramente é

calculada a matriz das correlagdes dos pardmetros estudados, que se encontra de seguida:

Tabela 3.V - Matriz das correlagdes dos pardmetros estudados.

Forma de Feret | Forma AP | Excentricidade Area Comprimento
F. Feret 1 -0,0093 0,1092 -0,1926 -0,0988
F. AP -0,0093 1 0,7168 -0,0348 0,4950
Exc. 0,1092 0,7168 1 -0,2124 0,2833
Area -0,1926 -0,0348 -0,2124 1 0,7581
Comp. -0,0988 0,4950 0,2833 0,7581 1

Pela observacao da Tabela 3.V é evidente que os pardmetros mais bem correlacionados sao
o Comprimento e a Area, logo, pode-se concluir que estes dois parametros ndo permitem uma boa
diferenciagdo das espécies de protozodrios quando representados num grafico com estes dois
eixos. Ja a Forma Area-Perimetro e a Forma de Feret poderiam ser utilizados, como os dois eixos
de um gréfico, para tentar diferenciar as espécies entre si. Contudo e para determinar os melhores
eixos do gréfico procedeu-se ao célculo das matrizes dos valores e vectores proprios desta matriz
de correlagdes. Assim, os melhores eixos, para a diferenciagdo das espécies de protozoarios, sdo
obtidos através da combinagdo linear dos parametros atras referenciados e ndo da escolha de dois

deles individualmente.
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De seguida apresentam-se as matrizes dos valores préprios (Tabela 3.VI) e dos vectores

proprios (Tabela 3.VII) da matriz das correlacdes.

Tabela 3.VI - Matriz dos valores préprios da matriz de correlagdes.

Eixo 1 Eixo 2 Eixo 3 Eixo 4 Eixo 5

Valor préprio 2,0933 1,6520 0,9247 0,2578 0,0721

% de variabilidade 0,4187 0,3304 0,1849 0,0516 0,0144
% cumulativa 0,4187 0,7491 0,9340 0,9856 1,0000

Tabela 3.VII - Matriz dos vectores préprios da matriz de correlacdes.

Eixo 1 Eixo 2 Eixo 3 Eixo 4 Eixo 5

Forma de Feret (FF) -0,0714 -0,3195 0,9413 -0,0697 -0,0446
Forma AP (FAP) 0,5623 -0,3466 -0,1393 -0,6662 -0,3170
Excentricidade (E) 0,4550 -0,5074 -0,0897 0,7182 -0,1079
Area (A) 0,3256 0,6476 0,2288 0,1863 -0,6226
Comprimento (C) 0,6047 0,3177 0,1850 -0,0294 0,7059

Os eixos 1, 2 e 3 garantem uma percentagem cumulativa de variabilidade de

aproximadamente 93% e foram, por isso, os utilizados.

Para o calculo das coordenadas (Co) de cada protozoario (i) nos novos eixos (1, 2 e 3), as

equagcdes utilizadas sdo as seguintes:

Coil = -0,0714 TFL"HFE | (5603

OFF OFAP

Co = -0,3195 1574 _ 0 3466

OFF OFAP

Co = _ 0,9413 M -0,1393 M

O'pp OFApP

FAP; - tpap

FAP; - ppap

+0455 B HE 0 3056 AiTHa 0 047 SiHC (6.10)

O

OA

Oc

03195 BHE o 6476 BiTHa 3177 SitHe (611

O

-0,0897

E; - yg
Og

OA

O¢

L0088 2 T Ha 01850 SiTHe (6.12)

Oa

Oc¢

A representacdo dos pardmetros no circulo de correlagdo dos eixos 1 e 2 encontra-se na

Figura 3.13 e a representacdo de todos os protozoarios na Figura 3.14.
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Circulo de correlagdes : Eixo1 e Eixo2 (75% )
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Figura 3.13 - Representacdo dos paradmetros no circulo das correlaces.

No conjunto destes dois sistemas de eixos, nota-se que os parametros Forma Area-
Perimetro e Excentricidade sdo os que estdo melhor correlacionados enquanto que os parametros
Forma de Feret e Comprimento sdao os que se encontram menos correlacionados. Isto pode ser
retirado pela andlise da figura anterior, uma vez que os pardmetros mais préximos sdao a Forma

Area-Perimetro e a Excentricidade e os mais afastados sdo a Forma de Feret e o Comprimento.
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Pontos sobre os eixos1 e 2

Area

Comprimento

Forma AP

1
o
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Figura 3.14 - Representacdo de todos os protozoarios nos eixos 1 e 2.

Os valores médios de cada espécie de protozodrio nos eixos 1, 2 e 3, bem como o intervalo
de confianga associado, encontram-se na Tabela 3.VIIl. O termo ‘c/ped’ a frente do nome dos

protozoarios refere-se ao protozoério quando reconhecido com o respectivo pedtnculo.

O intervalo de confianga (Conf.) é calculado a partir da seguinte expressao (Miller, 1992):

Conf. = (6.13)

t -2
Jn
Em que:
t - Parametro de Student para n-1 amostras.

o - Desvio padrdo.

n - Namero de amostras recolhidas.
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Tabela 3.VIII - Valores dos eixos 1, 2 e 3 para os diversos protozodrios, bem como os intervalos de confianca

(95%).

Eixo 1 Eixo 2 Eixo 3
Colpidium -1,029 + 0,151 0,225 +0,312 -0,374 £ 0,552
V. convallaria c/ped 3,563 + 0,827 0,591 + 0,977 -0,074 + 0,581
V. convallaria 0,414 + 0,275 0,961 + 0,367 0,237 + 0,426
Epistylis -0,057 + 0,239 0,836 + 0,356 0,112 £ 0,353
Euplotes -1,151 £ 0,207 -0,446 + 0,156 -0,214 £ 0,430
Glaucoma -0,043 £ 0,205 0,287 + 0,307 -0,470 £ 0,547
Litonotus 0,480 £ 0,326 -1,084 + 0,438 -0,084 £ 0,976
V. microstoma c/ped 1,008 + 1,004 -1,407 £ 0,671 -0,324 + 0,668
V. microstoma -1,116 +£ 0,256 -0,335 £ 0,260 0,052 + 0,490
Opercularia 0,843 + 0,488 2,039 + 0,436 0,466 + 0,482
Prorodon -0,620 + 0,289 0,798 £ 0,372 -0,456 + 0,215
Tetrahymena -1,675+0,128 -0,929 + 0,230 -0,073 + 0,699
Trachelophyllum -0,165 + 0,371 -2,090 + 0,420 0,583 + 0,866
Zoothamnium c/ped 2,546 +1,117 0,320 + 0,693 0,734 + 1,064
Zoothamnium 0,142 + 0,288 1,119 + 0,353 0,185 + 0,580

A representacdo gréfica do centréide de cada protozoario nos eixos 1 e 2, bem como a sua

Eixo 2

Tmcheélophyllum

area de localizacao, encontram-se na Figura 3.15.

=Opercularia

a 1

Eixno 1

Figura 3.15 - Representagdo da zona ocupada por cada espécie nos eixos 1 e 2.
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Neste sistema de eixos, os protozodarios Tetrahymena, Trachelophyllum, Colpidium, Prorodon e
Opercularia sdo os que se encontram completamente separados, sendo que o Glaucoma, a V.
convallaria com pedinculo, a V. microstoma com pedanculo e o Zoothamnium com pedtnculo estdo

também razoavelmente bem separados.

Para melhor se poder distinguir cada espécie de protozoario procedeu-se a escolha de um
terceiro eixo, com o intuito de melhor isolar e visualizar o centréide de cada uma, bem como o seu
volume de localizacdo, numa representagdo tridimensional. A representacdo grafica do centréide
de cada protozodrio nos eixos 1 e 3 encontra-se na Figura 3.16. Esta representagdo surge como uma
vista de frente do grafico tridimensional, enquanto que a Figura 3.15 pode ser encarada como uma

vista de cima desse mesmo gréfico.

Eixo 3

15 i ; ; ; ; ; ;
-2 1
Eixno 1

Figura 3.16 - Representacdo da zona ocupada por cada espécie no eixo 1 e no eixo da &rea.

Neste sistema de eixos, os protozoarios Tetrahymena e Prorodon encontram-se
perfeitamente isolados, enquanto que os protozodrios V. microstoma com pedunculo,
Trachelophyllum, Zoothamnium com pedanculo e V. convallaria com pedinculo se encontram

razoavelmente bem separados.

Procedeu-se entao a inclusao dos valores do eixo 3 como um terceiro eixo (eixo dos Z’s).
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Eixo 3

V. microstoi ef ped” e .

Eixo 2

1
) 1 0
2 Eixo 1

Figura 3.17 - Representacdo da zona ocupada por cada espécie tridimensionalmente, a um conjunto de
angulos de (-10°,60°).

2
3 Eixn 2
Figura 3.18 - Representacdo da zona ocupada por cada espécie tridimensionalmente, a um conjunto de
angulos de (-100°,30°).
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A partir destas representagdes pode-se retirar o seguinte:

Os protozodrios Tetrahymena, Trachelophyllum, Colpidium, Prorodon, Glaucoma e Opercularia
encontram-se completamente isolados. Os protozodrios V. microstoma com pedunculo, V.
convallaria com pedunculo, Zoothamnium com pedinculo, V. convallaria, Zoothammnium, V.

microstoma, Epistylis e Prorodon encontram-se razoavelmente bem separados.

56



3.5 Conclusoes

3.5 Conclusoes

No decurso deste trabalho deparou-se com algumas dificuldades inerentes ao facto de se
estudar protozodrios de amostras provenientes de uma esta¢do de tratamento de aguas residuais.

As principais dificuldades encontram-se expostas de seguida:

- Os protozoarios encontram-se, em bastantes casos, total ou parcialmente oclusos pelos
flocos existentes nas amostras, dificultando deste modo a correcta separagdo e identificacao das
espécies pelo programa.

- As condigdes de iluminagdo foram mantidas o mais constantes possivel, durante a
aquisicdo das vérias imagens, nomeadamente ao nivel da intensidade de luz emitida e do
contraste e luminosidade escolhidas no software de aquisi¢do. Contudo, por andlise das imagens
obtidas, verificou-se que os tons de cinzento do fundo oscilavam de modo ainda significativo,
indicando diferengas de iluminacdo entre imagens. Por esta razdo os tons de cinzento dos
protozodrios, determinados pelo programa, nao foram utilizados nos resultados.

- Os protozodrios ciliados moéveis de fundo encontram-se, na maior parte do tempo,
agarrados aos flocos ou caminhando sobre estes, o que dificulta extremamente o isolamento e
reconhecimento destas espécies pelo programa. Deste modo optou-se, sempre que possivel, por
adquirir imagens destes protozoarios nos seus deslocamentos entre flocos diferentes.

- Os protozoarios nadadores (Tetrahymena, Colpidium, Glaucoma e Trachelophyllum), quer
ciliados quer flagelados, deslocam-se de um modo extremamente rapido. Tendo sido usada uma
ampliacao de 400 vezes (de modo a evidenciar bem os cilios) este problema tornou-se ainda mais
acutilante. Assim, a aquisicdo da imagem teve de ser efectuada com uma deslocagdo da lamina
quase constante (de modo a que o protozodrio se encontrasse no raio de acgdo da cdmara) e com
constantes correcgdes da focagem (devido ao movimento aleatério no plano perpendicular a
camara). Deste modo, em algumas imagens estes protozodrios surgem ligeiramente desfocados,
essencialmente devido ao movimento dos préprios.

- Os protozodrios ciliados ou flagelados apresentam um problema para a aquisi¢do de
imagens dos mesmos: os cilios ou flagelos ndo se encontram, regra geral, no plano 6ptimo de
focagem do corpo do protozodrio, o que implica surgirem desfocados neste caso. Optou-se, deste
modo, por tentar focar o melhor possivel os cilios ou flagelos, uma vez que facilita extremamente
o seu reconhecimento pelo programa e estes influem de maneira mais decisiva para os pardmetros
calculados. Logo, em algumas imagens o corpo destes protozodrios surge ligeiramente desfocado

de molde a os cilios aparecerem o mais bem focados possivel.
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- No caso dos protozodrios ciliados sésseis com mionema (V. microstoma, V. convallaria e
Zoothamnium) o problema referido no ponto anterior também surge, com a dificuldade de focagem
do mionema do pedanculo. Optou-se neste caso por separar cada uma destas espécies em 2
classes, consoante o programa reconhecia o mionema ou ndo. Deste modo, os protozodarios
referidos foram classificados em grupos distintos: com pedinculo e sem pedinculo.

- Os protozodrios ciliados sésseis sem mionema (Opercularia e Epistylis) foram
reconhecidos, pelo programa, sem pedinculo. Este facto derivou da dificuldade de focar
correctamente o pedinculo dos mesmos e consequentemente do programa o reconhecer.

- No caso das amostras em causa surgiu outro problema: o protozodrio Zoothamnium, que
surge habitualmente em coldnia, surgia isolado. Deste modo, a sua identificagdo correcta torna-se
mais dificil uma vez que pode ser facilmente confundido com o protozoério V. convallaria e vice-
versa. A diferenca de posicionamento do niucleo foi utilizada para a identificagdo, pelo utilizador,

destes dois protozoarios, contudo nem sempre foi facil a sua distingdo.

As principais conclusdes extraidas dos resultados obtidos sdo as seguintes:

- O programa trabalhou correctamente 248 imagens em 295 testadas, o que implica uma
taxa de 84% de imagens correctamente tratadas.

- Destas, o utilizador conseguiu identificar 208. Apds a primeira determinagado dos valores
referentes a técnica de Analise de Componentes Principais (ACP), foram rejeitados 62 imagens de
protozodrios cujos valores se encontravam fora da area de localizacdo dos mesmos. Procedeu-se
entdo a nova determinacdo de todos os valores calculados pela técnica ACP para as restantes 146

imagens.

- Os resultados obtidos permitem identificar isoladamente os protozoérios seguintes:
Tetrahymena, Trachelophyllum, Colpidium, Prorodon, Glaucoma e Opercularia que se encontram
completamente isolados. Os protozoarios V. microstoma com pedunculo, V. convallaria com
pedinculo, Zoothamnium com pedinculo, V. convallaria, Zoothamnium, V. microstoma, Epistylis e
Prorodon encontram-se razoavelmente bem separados.

- Os protozoarios V. convallaria e Zoothamnium, que sdo morfologicamente muito
parecidos, encontram-se com resultados muito idénticos e consequentemente muito préximos nos
graficos. Isto sucede para os dois casos existentes, isto €, quando reconhecido com pedtnculo e

sem pedunculo.

58



3.5 Conclusoes

- Os diferentes grupos de protozoarios estudados (ciliados nadadores, ciliados sésseis,
ciliados méveis de fundo e carnivoros) podem ser, a partir dos resultados obtidos, reconhecidos e
identificados.

e O grupo de protozodrios ciliados sésseis (V. microstoma, V. convallaria,
Zoothamnium, Epistylis e Opercularia) aparece relativamente bem isolado dos outros grupos de
protozoarios especialmente quando representado nos eixos 1 e 2, ocupando maioritariamente o
quadrante positivo do eixo 1 e do eixo 2. Dado que estes protozoarios possuem area e
comprimento, maiores que os restantes (Epistylis, V. convallaria, Zoothamnium e Opercularia sdo os
protozoarios de maiores dimensdes desta amostra), a sua posicdo no eixo 1 é a mais elevada.

e O grupo dos protozodrios ciliados sésseis reconhecidos com pedinculo (V.
microstoma com pedunculo, Zoothamnium com pedanculo e V. convallaria com pedinculo),
aparecem bem isolados em relagdo ao resto dos protozodrios. Estes protozodrios sdo também os
que apresentam valores mais elevados no eixo 1. Refira-se o facto de que o parametro que mais
influi para este eixo ser o comprimento e estes protozodrios possuirem elevados comprimentos
devido a presenca do mionema.

e O grupo dos protozodrios ciliados méveis de fundo (Euplotes) aparece nos
quadrantes negativos de todos os eixos obtidos.

¢ O grupo dos protozoarios ciliados nadadores (Colpidium, Glaucoma, Tetrahymena
e Trachelophyllum) aparece relativamente bem isolado especialmente quando representado nos
eixos 1 e 2, ocupando maioritariamente o quadrante negativo do eixo 1. Dado que estes
protozodarios possuem area e comprimento, regra geral, menor que os restantes, a sua posi¢do no
eixo 1 é a mais baixa.

e O grupo dos protozodrios ciliados carnivoros (Prorodon e Litonotus) aparece
relativamente bem isolado quando representado nos eixos 1 e 2, bem como nos eixos 1 e 3, com

valores intermédios entre os dois grupos mencionados acima.

- O protozodrio séssil V. microstoma encontra-se razoavelmente bem isolado,
especialmente quando reconhecido com pedinculo. Este facto é importante, uma vez que a
presenca de V. microstoma em elevado ndmero, nos tanques de arejamento em fase estacionadria,

pode ser indicativo de um deficiente arejamento e consequentemente de uma baixa eficiéncia.

- O protozodario séssil Opercularia encontra-se bem isolado, o que permite, tal como com a
V. microstoma, indiciar o estado de funcionamento de uma ETAR. Quando em numero
predominante, este protozodrio, pode ser indicador de cargas demasiado elevadas, lamas
activadas de baixa qualidade, CBO’s elevadas (Caréncia Bioquimica de Oxigénio) e

consequentemente uma baixa eficiéncia.
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- Os protozoarios indicadores de uma baixa eficiénia (V. microstoma e Opercularia)
encontram-se bem isolados, o que pode permitir determinar anomalias no funcionamento de uma
ETAR. Apesar de a V. microstoma se encontrar algo sobreposta ao Litonotus, como este é mével ao

se introduzir o pardmetro mobilidade, num futuro trabalho, poderao ser facilmente separaveis.
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4.1 Sumario

4.1 Sumario

O objectivo deste trabalho foi o estudo da influéncia de trés t6xicos, cicloheximida, cobre e
triton X-100, na mobilidade do protozoario ciliado Tetrahymena pyriformis em meio liquido PPY
(Proteose Peptone Yeast Extract Medium). Foi elaborado, com este intuito, um programa em ambiente
Matlab, para a determinacdo da velocidade e ntimero de mudancas de direccdo de cada

protozodrio presente num conjunto de imagens consecutivas.

As principais conclusées obtidas sdo as seguintes:

A forma das linhas de tendéncia obtidas foram, regra geral, as teoricamente previstas.
Assim notou-se um decréscimo da velocidade de deslocamento das tetrahymenas com o aumento
da concentracao dos téxicos utilizados.

Apenas para a concentragdo mais elevada (75 mg/1) do téxico triton X-100, se verificou a
morte das tetrahymenas, enquanto que, para as concentracdes mais altas de cicloheximida (0,05
mg/l) e de cobre (400 mg/l), tal ndo se verificou o que corrobora o que seria teoricamente
esperado.

Os resultados obtidos para o ntimero de mudancas de direccdo encontram-se fortemente
dependentes do namero de Tetrahymena pyriformis presente em cada concentracdo de téxico. Assim
sendo, ndo foi possivel retirar conclusdes definitivas.

A principal ilagdo a tirar deste trabalho é que a mobilidade dos protozoarios pode ser
utilizada como um bom indicador biolégico de poluicao, uma vez que, é um bom indicador da

presenca e da concentracgdo de toxicos, estando estes dois pardmetros inversamente relacionados.
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4.2 Introducéao

A presenga de substancias poluentes no ambiente pode ter consequéncias muito nefastas
nos seres vivos e em tltima analise, no préprio Homem. E assim, de primordial importancia saber
aferir a qualidade de um determinado local ou ambiente. Dentro das substancias poluentes mais
comuns e prejudiciais encontram-se os téxicos produzidos por diversas industrias. Sabe-se que um
toxico é-o para uma determinada espécie e pode ndo o ser para outras, bem como afectar
negativamente cada espécie de um modo quantitativo diverso. Isto é, uma espécie pode ndo ser
sensivel a um determinado téxico (a uma dada concentragdo) enquanto outra pode ser
ligeiramente afectada e outra ainda pode ser severamente afectada. Entre os seres vivos mais
sensiveis a presenca de téxicos encontram-se os protozodrios que sao afectados a concentragdes
bastante baixas, na ordem dos poucos mg/1 ou mesmo pg/1. E por esta razdo que os protozoarios

sdo largamente utilizados como indicadores biol6gicos de poluigdo (IBP’s) (Fenchel, 1987).

Existem poucos trabalhos reportados na literatura sobre o estudo quantitativo da
mobilidade de protozodarios apds contacto com toxicos. Este facto deve-se a dificuldade de calcular
a mobilidade de objectos manualmente, em ndmero significativo, e a possibilidade apenas recente
de processar e analisar imagens por computador em tempos razodveis. Assim, os trabalhos
reportados sdo em baixo ntimero, dos quais se realgam os de Tsuchido et al. (1994) sobre o efeito do
stress sobre a mobilidade da Escherichia coli, de Lee et al. (1994) sobre a locomocao das células do
endotélio e de Hader et al. (1994, 1996 e 1997 e Lebert et al., 1996 e 1997) sobre a influéncia da
gravipercepcdo em Euglena gracilis. Nao foram encontradas referéncias da velocidade da
Tetrahymena pyriformis em meio liquido PPY na literatura, contudo é conhecido um estudo sobre o
efeito de situagdes de stress na mobilidade da bactéria Bacillus subtilis (Tsuchido et al., 1994).

Este trabalho incidiu no caso particular de uma determinada espécie de protozoario
ciliado, Tetrahymena pyriformis, e no estudo da acgdo de trés substancias tdxicas: cicloheximida,

cobre e triton X-100.

A cicloheximida é um antibiético e, como tal, actua ao nivel da inibicao da sintese proteica.
Este antibiético bloqueia a reacgdo de translocacdo dos ribossomas sobre o acido ribonucleico
(ARN) mensageiro durante a sintese das proteinas do citosol (parte sélida do citoplasma)

(Wistreich ef al., 1998). A Figura 4.1 representa a estrutura quimica da cicloheximida.
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CHs _CHs
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Figura 4.1 - Estrutura quimica da cicloheximida.

O triton X-100 é um detergente ndo iénico, mais propriamente, uma amoénia quaternaria.
As amonias quaterndrias, como todos os detergentes, possuem uma extremidade hidrofilica polar
e uma outra hidrofébica apolar e sdo compostos que possuem uma ac¢do muito eficiente sobre os
protozoarios. O triton X-100 reage com os lipidos das membranas celulares microbianas alterando
a permeabilidade e estrutura das mesmas, o que pode implicar a perda de componentes celulares
essenciais (Wistreich et al., 1998). A estrutura quimica do triton X-100 estd representada na Figura

4.2.
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|
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Figura 4.2 - Estrutura quimica do triton X-100.

2

O cobre é um metal pesado e actua por precipitacdo de enzimas e outras proteinas
essenciais. No caso especifico da Tetrahymena pyriformis, um excesso de cobre no meio implica uma
elevada concentragdo deste na membrana interior das mitocondrias, o que diminui a taxa de
fixacdo do oxigénio da mesma. Isto acontece, uma vez que o cobre, quando em excesso pode
implicar a inibigdo da enzima succinato desidrogenase (SDH) e a oxidagdo dos transportadores de

electrdes (Wakatsuki ef al., 1986).

No caso presente estudou-se a relagdo da proporcionalidade entre a concentragdo destes
trés toxicos e um pardmetro que induz, de certa forma, a viabilidade da Tetrahymena. Esse
parametro foi a mobilidade em meio liquido PPY que, no caso da Tetrahymena, é propiciado pelos

cilios que a cobrem. A Figura 4.3 representa uma Tetrahymena pyriformis.
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Figura 4.3 - O protozodrio ciliado Tetrahymena pyriformis.

Este protozodrio pertence a classe Ciliata, ordem Hymenostomatida, familia tetrahymenidae e
tem um comprimento de cerca de 40 a 60 um. A par das Paramecium sp. é um dos protozoarios
mais bem estudados na microbiologia (Wistreich et al., 1998).

A Tetrahymena pyriformis contém duas séries de cilios que comecam na base da boca e se
estendem até ao outro extremo. Estes podem ser considerados, grosso modo, como uma forma mais
curta de flagelos. Como estes, sdo compostos por dois microtiibulos centrais e nove periféricos
(duplos), a que se da o nome de axonema. Este altimo é recoberto por uma camada continua com a
superficie do protozoario. As estruturas ciliares possuem uma rede coordenadora de fibras que
fica imediatamente abaixo da membrana do protozoario.

Os microtibulos estdo associados a proteinas. Algumas servem para ligar os microtabulos
entre si, enquanto outras geram a forca de deslocamento que controla o movimento dos cilios. A
proteina mais importante é a dineina ciliar que interage com os microtabulos adjacentes para gerar
a forca de deslocamento dos microttibulos. Como estes se encontram ligados, o deslocamento de

um microtibulo em relacdo aos outros vai provocar um dobramento destes dois (Alberts et al.,

&5
g%
‘%;m'@

Figura 4.4 - Corte axial de um cilio (Alberts et al., 1994).

66



4.2 Introducao

A T. pyriformis move-se por batimento dos cilios num movimento helicoidal, i.e. o corpo
roda sobre o seu proprio eixo avangando na direccdo da parte anterior do corpo (Jahn et al., 1979).
Sabendo que as células necessitam de forca proténica como fonte de energia para o seu
movimento, se o microrganismo estd em stress devido a presenca de um toxico, o seu nivel de

energia é inferior e consequentemente também o sera a sua mobilidade.

Existem dificuldades neste estudo da mobilidade, uma vez que o protozodrio estudado
apresenta um movimento ndo linear. Outra dificuldade é o facto de o movimento ser monitorizado
ao longo de um plano e, por isso mesmo, ndo ser possivel calcular a componente normal do
movimento a esse plano. Foi por isso necessdrio ter estes aspectos em atencdo na recolha das
imagens a serem analisadas. E preciso também ter em aten¢do o movimento das células mortas

devido aos movimentos brownianos.

As imagens foram gravadas em video, com velocidade de gravagdo de 25 frames por
segundo e foram, posteriormente, digitalizadas a intervalos de tempo de 80 ms (de 2 frames em 2
frames). As figuras seguintes apresentam exemplos de imagens do protozodrio Tetrahymena
pyriformis. Estas figuras representam imagens consecutivas de conjunto de imagens, de

espacamento temporal igual a 80 ms.

5 . X 2 : ‘*. b
a) [Cobre] 300 mg/1 b) [Cicloheximida] 0,0002 mg/1

Figura 4.5 - Imagens consecutivas de Tetrahymena pyriformis.

Devido ao facto de os protozoarios aparecerem definidos por um nimero extremamente
baixo de pixeis, nas imagens digitalizadas, foi elaborado um programa (mudar.m) para recolher

parte da imagem, aumenta-la e guarda-la como uma nova imagem.

O programa (Proto_v8) foi concebido para tratar automaticamente cada conjunto de
imagens a um determinado espagamento temporal (por omissao definido a 80 ms). O programa é
constituido por vérias subrotinas e pode ser dividido em seis partes principais.

- De inicio, as imagens sdo filtradas, de modo a evidenciar os protozoarios. E utilizado,

para este propésito, um filtro “Mexican hat” (Russ, 1995) de 17x17 pixeis de tamanho de caixa.
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- Durante a aquisi¢do das imagens surge um ruido que se pode considerar periédico. Para
identificar e eliminar esse ruido o programa determina a transformada rapida bidimensional de
Fourier (Jdhne, 1995) da imagem e diminui a amplitude dos picos correspondentes nesta imagem.
Para se obter a imagem inicial livre de ruido o programa procede entéo ao calculo da transformada
inversa da imagem das transformadas tratada.

- Para a binarizacdo da imagem dos protozoarios, é necessario determinar o limite de
deteccdo 6ptimo. Este é calculado pela multiplicagdo por um factor (0,8) da média da imagem. Os
pixeis com valor de cinzento inferior ao limite sdo considerados como objectos (valor 1) e o resto,
de valor superior, como fundo (valor 0).

- Segue-se uma fase de limpeza da imagem bindria, em que se procede a eliminacdo dos
objectos que intersectam a fronteira da imagem e dos objectos com é&rea inferior a 50 pixeis ou
superior a 500 pixeis. Deste modo restam os protozodrios integralmente reconhecidos na imagem
binaria.

- Para a determinagdo dos parametros estudados é necessario conhecer a posi¢ao de cada
protozoario nas duas imagens consecutivas. Para o efeito, é obtida uma maéascara das imagens
bindrias, que apenas contém as zonas comuns a ambas (referentes ao mesmo protozodrio). Com
esta mascara, € possivel identificar cada protozoario presente em ambas as imagens.

- A partir deste momento inicia-se a anélise de imagem no sentido mais restrito. E
calculada a localizagdo de cada protozoario nas imagens bindrias consecutivas e, com este

parametro, podem-se determinar os valores da velocidade de deslocamento e da direc¢do do

movimento dos protozoarios.
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4.3 Programa

Os programas referidos a seguir foram desenvolvidos para correrem em ambiente Matlab
5.1. A descricao dos mesmos concentra-se nas operagdes ou sequéncia de operagdes realizadas
sobre as imagens de um modo mais geral e compreensivel. Nao sdo, por isso, referenciadas todas
as pequenas instrugdes internas do programa. As fungdes préprias do Matlab encontram-se melhor

explicitadas no Apéndice E.

Nas imagens digitalizadas os protozoarios aparecem muito pequenos e definidos por um
ndmero extremamente baixo de pixeis. Houve assim necessidade de aumentar o tamanho dos
mesmos para melhorar a veracidade dos pardmetros calculados. Este propésito foi atingido com a
programacédo de uma pequena rotina (mudar.m) que, seleccionava parte da imagem, aumentava-a e
guardava-a como uma nova imagem. Assim, a todas as imagens digitalizadas, de formato 512x512,
foi recolhida a zona de 200 a 455 pixeis, obtendo-se deste modo uma matriz quadrada de 256x256
pixeis. Essa matriz foi aumentada para um tamanho de 512x512 utilizando o método bictbico (The
MathWorks, 1997) para a intrapolacdo dos valores em falta. Este método calcula o valor de cada
pixel da nova matriz através de uma média pesada dos valores da caixa de 4x4 pixeis a volta do
pixel correspondente da matriz original. Deste modo obteve-se um ganho de 2x2, isto é de 4 vezes
no tamanho dos protozodrios.

Este programa foi concebido para o tratamento automatico de todas as imagens presentes
numa determinada directoria. Deste modo, necessita de um ficheiro contendo os nomes das
imagens a serem tratadas e de outro ficheiro contendo o novo nome das mesmas a serem gravadas.
Ambos os programas se situam na directoria onde se encontram as imagens e possuem um
formato de ficheiro de dados de Matlab, de extensao .mat. Deste modo, o ficheiro das imagens
iniciais (buscam.mat) contém uma varidvel com os nomes das imagens e o ficheiro das imagens
tratadas (gravam.mat) contém outra varidvel com os nomes das imagens finais. Este programa, por

omissao, lé as imagens iniciais em formato tiff e escreve as imagens finais em formato bmp.

O programa Proto_v8 possui varios sub-programas de formato Matlab (.m). Foi concebido
para tratar automaticamente cada conjunto de imagens a um determinado espacamento temporal
(por omissdo: a 80 ms). Tal como no programa anterior necessita de dois ficheiros (busca.mat e

grava.mat) compreendendo os nomes das imagens a serem tratadas e os nomes dos ficheiros de
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resultados. Cada ciclo do programa trata e compara duas imagens consecutivas do conjunto de
imagens, logo, sabendo que este tem 6 imagens consecutivas, o programa efectua 5 ciclos

automaticamente, para cada conjunto de imagens.

Primeiramente, as imagens sdo adquiridas e filtradas, de modo a evidenciar os
protozoarios, que foi efectuado pelo passo seguinte:
1. Aquisi¢do das imagens em formato fiff, bmp ou jpeg. Os valores desta imagem sdo

normalizados, situando-se os seus valores entre 0 e 1.

2. Utilizagdo de um filtro “Mexican hat” (Russ, 1995) de 17x17 pixeis. O filtro utilizado de

tamanho de caixa 17x17 é o seguinte:
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A representagdo grafica do filtro estd apresentada a seguir:

Figura 4.7 - Representacao gréfica do filtro “Mexican hat” de 17x17.

As imagens resultantes da aplicagdo do filtro “Mexican hat” possuem um fundo uniforme,
no qual todas as alteracdes de luminosidade do fundo inicial foram retiradas. Por outro lado, os
objectos presentes surgem mais contrastados, nomeadamente os protozoarios que aparecem num

tom mais escuro do que o fundo.

Figura 4.8 - Imagem resultante do filtro “Mexican hat” (ponto 2).

Durante a aquisicdo das imagens, directamente do video, surge nas mesmas um ruido que

se pode considerar periédico. Isto é, um ruido que é comum a toda a imagem e pode ser descrito,
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em processamento de imagens no dominio de frequéncia, por uma amplitude e um angulo, sendo
que a amplitude sera sempre de valor elevado em relagdo ao resto da imagem. A caracterizacao de
uma imagem no dominio do espaco em termos de frequéncia pode ser obtida a partir das
transformadas de Fourier dessa imagem (Jdhne, 1995).

O teorema de Fourier afirma que é possivel obter qualquer fungdo unidimensional, f(x),
como a soma de uma série de termos de senos e co-senos de frequéncia crescente. A transformada

de Fourier de f(x), F(u), descreve cada termo de frequéncia que deve ser somado para se obter f(x):
F(u) = J.f(x)e_z”iuxdx (7.1)

O uso da notagdo exponencial assenta na identidade matematica:
e2liux = cos(2nux) - i sen(2rux) (7.2)
Uma das caracteristicas mais importantes desta transformada é que, sabendo-se F(u) pode-

se recuperar, do mesmo modo, f(x):
f(x) = IF(u)eM“de (7.3)

Estas duas equagdes sdo denominadas respectivamente por transformada de Fourier e
transformada inversa de Fourier. A fungdo f(x) é, de um modo geral, uma funcdo de nameros reais
e a transformada, F(u), uma funcdo de nimeros complexos. E, usualmente, mais indicado
representar a fungdo transformada na sua representagdo polar:

F(u) = |F(u)| "™ (7.4)

Em que |F(u)| é a amplitude e ¢ é a fase.

Uma representagio de uma funcdo degrau unitario e dos termos da respectiva

transformada de Fourier, encontra-se de seguida:
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Figura 4.9 - Funcdo degrau e respectivos termos da transformada de Fourier (Russ, 1995).

Na pratica, ndo se faz uso da notacdo continua, mas sim da notagdo discreta:

-27ux
F(u) = Zf(x+N (7.5)
€,

27iux
f(6)= Y F(we N (7.6)

Em ambos os casos, continua ou discreta, uma extensdo directa de unidimensional para
bidimensional pode ser obtida por substituicdo das fungdes f(x) por f(x,y) e de F(u) por F(u,v) e
efectuando a soma dos termos sobre duas varidveis em vez de uma. Neste caso é possivel efectuar
a transformada unidireccional sobre cada linha horizontal, produzindo um resultado intermédio
de ntimeros complexos. Seguidamente, outra série unidimensional pode ser obtida em cada linha

vertical, obtendo-se finalmente a transformada bi-direccional.

Para identificar e eliminar esse ruido periédico o programa efectua as operagdes seguintes:
3. Determinagdo da transformada rapida bidimensional de Fourier da imagem, através de

uma fungdo prépria do Matlab: fft2. O resultado da aplicacdo desta transformada de Fourier a uma
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imagem é uma matriz composta por valores complexos em cada elemento. Estes valores

representam a amplitude e a fase dos sinais, sendo que a amplitude (A) é dada pela expressao

\/ real? + imaginéria’ e a fase (¢) é dada pela expressdo tg ™" sen(d) , ou seja tg_l(w) .
cos(¢) real

4. Deslocamento dos quadrantes da matriz resultante da aplicagdo da fft2 para obter uma

imagem centrada. Isto pode ser obtido com recurso a uma funcéo prépria do Matlab: fftshift.

Determinacdo da matriz das amplitudes e da matriz das fases. Para o efeito, foram
utilizadas fungdes préprias do Matlab: abs (ponto 5) e angle (ponto 6):

5. Utilizagdo da funcao abs para a determinagdo da matriz das amplitudes.

6. Utilizacdo da fungdo angle para a determinacdo da matriz das fases.

7. Identificagdo dos picos da transformada rapida bidimensional de Fourier responsaveis
pelo ruido periédico que se destacam do resto da imagem por possuirem uma amplitude muito

mais elevada e podem ser, desta forma, reconhecidos.

A eliminagdo do ruido periédico deve ser efectuada com o cuidado de se diminuir o valor
da amplitude, mas ndo alterar a fase do ruido, uma vez que, esta tltima guarda a informacao do
local do mesmo. Assim, e estando estas dltimas informacdes sobre a forma de um complexo
imagindrio, foi mantida a fase do mesmo, isto é, a relacdo entre parte real e imaginaria, e a
amplitude foi diminuida através das seguintes operagoes:

8. Aplicagdo de uma operagdo de abertura em escala de cinzentos aos picos da matriz das
amplitudes, sendo o elemento estruturante um circulo de didmetro de 6 pixeis, que se encontra

representado de seguida:

olo|r|r|lolo
olR|r|Rr|R|lo

[EEY U JURY JUIN JUY U

[ UG JUEN U} JUIY U

olr|r|lr|ir|lo

[} fel N1 el Kan)

Esta operagdo resulta da aplicacdo de uma erosdo em escala de cinzentos seguida de uma
dilatagdo em escala de cinzentos, com o elemento estruturante anterior. Isto vai permitir uma
diminuicao consideravel dos picos da matriz das amplitudes.

9. Calculo da nova matriz da transformada rédpida bidimensional de Fourier, sem os picos
referentes ao ruido periédico. Este passo é conseguido com recurso a nova matriz das amplitudes e
a matriz das fases. A partir destas duas matrizes pode-se reconstruir a matriz dos nimeros
complexos correspondentes. A parte real do nimero complexo é dada pela expressdao Acos(d) e a

parte imagindria por tg(¢) x parte real.
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Calculo da imagem resultante do ponto 2 desprovida de ruido de fundo: Recorre-se a duas
fungdes préprias do Matlab: fftshift e ifft2.
10. Utilizagdo da funcéo fftshift para voltar a reposicionar os quadrantes iniciais.

11. Utilizagdo da fungdo ifft2 para o célculo da transformada inversa.

Figura 4.10 - Imagem resultante da fungao ifft2 (ponto 11).

Além do ruido e do fundo da imagem também outras informag¢des podem ser eliminadas,
mas desde que seja efectuada uma correcta identificagdo dos picos, ndo sdo, regra geral, muito

significativas.

Para o reconhecimento e binarizagdo da imagem dos protozoarios, é necessario determinar
o limite de detecgdo de cor 6ptimo, o que é atingido do seguinte modo:

12. Célculo do limite de deteccdo de cor pela multiplicagdo por um factor (0,8) da média da
imagem. Este método é bastante simples e rapido, e propicia um bom reconhecimento de objectos
em imagens com um fundo uniforme, uma vez que as diferengas de luminosidade do fundo foram
anteriormente eliminadas. Nao foi necessario assim utilizar métodos de determinacao do limite de
deteccdo de cor mais morosos, tais como o método de Otsu (1979).

13. Criagdo de uma madscara dos protozoarios presentes nas imagens. Os pixeis com valor
de cinzento inferior ao limite sdo considerados como objectos e o resto, de valor superior, como

fundo, criando-se assim uma imagem bindria de fundo com valor 0 e protozoarios com valor 1.

Segue-se uma fase de limpeza da imagem binaria. Nesta fase podem-se considerar os

seguintes passos:
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14. Para o reconhecimento de cada objecto é utilizada uma operacdo prépria do Matlab,
bwlabel, que efectua uma identificagdo numérica dos objectos: Isto é, identifica cada objecto pela
substituicdo dos valores dum conjunto de pixeis ligados por um valor inteiro diferente de objecto
para objecto.

15. Eliminacdo dos objectos que intersectam a fronteira da imagem, isto é, os objectos na
fronteira sdo retirados pela remocdo de todos os pixeis de valor igual aos pixeis presentes na
fronteira da imagem.

16. Determinagdo da édrea de cada objecto através da funcdo do Matlab bwarea.

17. Eliminagdo dos objectos com area inferior a 50 pixeis ou superior a 500 pixeis de modo

a restarem apenas os protozodrios na imagem binaria.

Figura 4.11 - Imagem da eliminacdo dos objectos com 4rea maior que 500 ou menor que 50 (ponto 17).

E necessario conhecer a posicio de cada protozodrio nas duas imagens consecutivas.
Assim sendo, sdo efectuadas as seguintes operagoes:

18. As duas imagens bindrias com os protozodrios completamente reconhecidos sdo entdo
comparadas logicamente e é obtida uma mascara que apenas contém as zonas comuns a ambas
(referentes ao mesmo protozoario), através da funcdo logica and.

19. Com esta madscara, cada protozoario presente nas duas imagens pode ser entdao
reconhecido. Este passo efectua-se através de duas operagdes préprias do Matlab: bwlabel, que

efectua uma identificagdo numérica dos objectos presentes na mdscara e bwselect (ponto 20).

20. Utilizacdo da funcdo do Matlab bwselect, que reconhece em cada uma das imagens o
protozoario respectivo, através do ntimero de cada protozoario.
A partir deste momento pode-se considerar terminada a parte do processamento de

imagem e inicia-se a andlise de imagem propriamente dita. Para este estudo é necessario
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determinar a localizacdo de cada protozoario nas imagens bindrias consecutivas, tendo sido
também calculado o valor da area.

21. O valor da area de cada protozodrio é calculado através de uma funcdo prépria do
Matlab: bwarea.

22. A localizagdo de cada protozodrio, em cada imagem bindria consecutiva, é calculada
com recurso a determinacdo dos centréides dos protozodrios (momentos de ordem 1, para o eixo
dos xx e dos yy). Estes sdo definidos do seguinte modo (Glasbey, 1994):

Sendo A a matriz bindria em causa e i e j os indices de, respectivamente, ordenada e

abcissa, e val(A(i,j)) o valor do elemento (i,j) da matriz, vem:

Y| 2 (ival(A)

myy = —— , € (7.7)

mo1 = (78)
Z[Z(val(Am»)]
AN
O conjunto destes dois momentos explicita o centréide do protozodrio:
Centréide = [mo1, mio] (7.9)

O dltimo passo consiste em determinar os valores da velocidade de deslocamento e da
direcgdo do movimento dos protozoarios:

23. Com o valor da localizacdo retira-se a velocidade de deslocamento através das
seguintes férmulas:

Sendo Axx a diferenca (em pum), no eixo dos xx, entre o centréide do protozodario nas duas
imagens consecutivas (A e B), vem:

Axx = [(mo1)s - (mo1)a] x 2,645 (7.10)

Da mesma maneira para o eixo dos yy:

Ayy = [(muio0)B - (1m10)a] x 2,745 (7.11)

sendo que os valores 2,645 e 2,745 sao os factores de calibracdo horizontal e vertical de

pixeis para um, respectivamente.
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A velocidade (em um/s) é dada por:

A AXx? + Ayy?
> T (7.12)

locidade =
Velocidade N°de frames de distémciy
25

A direccdo do movimento (em graus) é calculada do seguinte modo:

se Axx>0 & Ayy>0 = Direcgdo = atan( YYJ (7.13)
Axx 77
2
A
se Axx<0 & Ayy>0 = Direcgdo = 180 + atan(%] xﬂ (7.14)
X
o Aryy
se Axx<0 & Ayy<0 = Direccao =180 + atan n (7.15)
XX
A
se Axx>0 & Ayy<0 => Direccio = 360 + atan( Ayyj (7.16)
XX
se Axx==0 & Ayy>0 = Direccdo =90 (7.17)
se Axx==0 & Ayy<0 = Direccao =270 (7.18)
se Axx<0 & Ayy==0 = Direccao =180 (7.19)
se Axx>0 & Ayy==0 = Direccao =0 (7.20)

Por tultimo, os resultados sdo guardados em ficheiros texto (.txt), escolhidos pelo

utilizador, através de uma funcado prépria do Matlab: diary.

Um organigrama do programa é apresentado de seguida:
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1. Imagem original 1. Imagem original
normalizada t1 normalizada t2
2. Filtro ‘Mexican hat’ de 17x17 2. Filtro ‘Mexican hat’ de 17x17

— —
I 3. 2 I 3. 2

7. Identifica¢do ¢ 7. Identificacdo ¢
dos picos 4. fftshift dos picos 4. fftshift
v l v v l v
5.abs 6. angle 5. abs 6.angle
— —
8. Opening 8. Opening
| |
v v
9. Matriz de FFT sem picos 9. Matriz de FFT sem picos
10. fftshift 10. fftshift
11. ifft2 11. ifft2
12. Limite de detecgdo de 12. Limite de deteccdo de
cor de 0,8 cor de 0,8
13. Binarizagdo 13. Binarizagdo
14. bwlabel 14. bwlabel
15. Eliminag¢ao dos objectos 15. Eliminag¢ao dos objectos
na fronteira na fronteira
16. bwaren 16. bwaren
17. Eliminagao dos objectos 17. Eliminagao dos objectos
< 50 e >500 pixeis < 50 e >500 pixeis
| |
v
18. E
19. bwlabel
20. bwselect
21. bwarea
22. Célculo dos momentos
de ordem1
23. Velocidade de
deslocamento

Figura 4.12 - Organigrama do programa Proto_v8.
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4.4 Resultados e Discussao

No decurso deste trabalho foram recolhidos cinco conjuntos de imagens do protozodario
Tetrahymena pyriformis, cada um com seis imagens, para cada concentracdo de téxico. As imagens
de cada conjunto de protozodrios foram obtidas com um espagamento de 2 frames em fita
magnética gravada a 25 frames por segundo. Isto equivale a dizer que o tempo que medeia entre
cada imagem digitalizada de um protozoario é de 2/25 s, ou seja 80 ms.

Como os ensaios para as diferentes concentracdes foram efectuados em duplicado foram
digitalizadas um total de 150 conjuntos de imagens. No total, os resultados resultam da média dos
valores de velocidade e mudangas de direcgdo instantaneas de 1321 protozodrios, sendo que, para
cada protozodrio esses valores foram lidos em média 4 vezes, o que equivale a um total de cerca de
5300 valores.

Apenas os principais resultados obtidos se encontram expostos de seguida, sendo que os

dados originais ndo se encontram referidos devido ao elevado nimero dos mesmos.

A velocidade média de deslocamento dos protozodrios sem tdxico, calculada a partir de
349 protozoarios num total de 1429 medicdes instantaneas de velocidade é de 116,90 £ 6,65 pm/s.
Este valor foi utilizado como valor zero de concentragdo para os diferentes toxicos utilizados:

cicloheximida, cobre e triton X-100.

Para a os ensaios com cicloheximida (0,0002; 0,001; 0,002; 0,01 e 0,05 mg/1) apds 24 horas

os resultados encontram-se na Tabela 4.1:

Tabela 4.1 - Valores da média das velocidades e respectivo intervalo de confianca (95%) para a cicloheximida.

[Cicloheximida] Velocidade (um/s)
(mg/1)
0 11717
0,0002 122 +£11
0,001 95+ 8
0,002 95+8
0,01 76+7
0,05 77 +8

A representacdo grafica das velocidades em func¢do da concentragdo, com os respectivos

intervalos de confianga, encontra-se na Figura 4.13.
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Figura 4.13 - Representacao grafica das velocidades e intervalos de confianga para a cicloheximida.

A representagdo grafica das velocidades em funcdo da concentragdo, com a linha de

tendéncia associada, encontra-se na Figura 4.14.
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Figura 4.14 - Representacdo grafica das velocidades e curva de tendéncia para a cicloheximida.

Dos resultados expostos na Tabela 4.1 pode-se retirar que os valores da velocidade da
Tetrahymena pyriformis diminuem com o aumento da concentragdo da cicloheximida, tal como seria
de esperar teoricamente. Analisando a Figura 4.14, pode-se concluir que o decréscimo da
mobilidade é mais acentuado para as concentra¢des mais baixas de cicloheximida e tende a
estabilizar para os valores mais altos da mesma. E possivel ainda retirar duas ilagdes destes

resultados: para concentragdes superiores a 0,01 mg/l a mobilidade do protozoario é pouco
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alterada com o aumento da concentragdo e essa mobilidade cifra-se num valor préximo de 70
um/s.

Pela observacdo da Tabela 4.1 e da Figura 4.13 pode-se constatar que os valores dos erros
sdo relativamente elevados, entre 5 a 13% do valor das velocidades. Isto deve-se, principalmente,
ao facto de as imagens dos protozoarios terem sido adquiridas com uma ampliagdo muito baixa
(40x), do que resulta uma representacdo dos protozoarios num ntimero ndo muito elevado de
pixeis. Tal facto, contribui para maiores erros na representacio dos protozodrios e,

consequentemente, na descri¢do da sua localizagdo exacta, logo também no célculo da velocidade.

Para os ensaios com cobre (50, 100, 200, 300 e 400 mg/1) ap6s 24 horas, os resultados foram

0s seguintes:

Tabela 4.1 - Valores da média das velocidades e respectivos intervalos de confianga (95%) para o cobre.

[Cobre] Velocidade (umys)
(mg/1)

0 117+ 7

50 97 +8
100 96 + 16
200 85+ 10
300 84+15
400 74 +13

A representagdo grafica das velocidades em funcdo da concentragdo, com os respectivos

intervalos de confianga, encontra-se na Figura 4.15.
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Figura 4.15 - Representacao grafica das velocidades e intervalos de confianga para o cobre.
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A representacdo grafica das velocidades em funcdo da concentracdo, com a linha de

tendéncia associada, encontra-se na Figura 4.16.
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Figura 4.16 - Representacao grafica das velocidades e curva de tendéncia para o cobre.

Dos resultados expostos na Tabela 4.I1 pode-se retirar que os valores da velocidade da

Tetrahymena pyriformis diminuem com o aumento da concentracdo do cobre, tal como seria de

esperar teoricamente. Analisando a Figura 4.16, pode-se concluir que o decréscimo da mobilidade

é mais acentuado para as concentracdes mais baixas do cobre e tende a estabilizar para os valores

mais altos das mesmas, tal como com a cicloheximida. Para concentragdes superiores a 300 mg/l a

mobilidade do protozoario é relativamente pouco alterada com o aumento da concentragdo sendo

que essa mobilidade se situa num valor préximo de 75 um/s.

Pela observacao da Tabela 4.1I e da Figura 4.15 pode-se constatar que os valores dos erros

sdo relativamente elevados, entre 5 a 18% do valor

das velocidades. Tal como referido

anteriormente, este facto deve-se a uma representacdo ndo 6ptima dos protozodarios (em nimero

nao muito elevado de pixeis).

Para os ensaios com Triton X-100 (12,5, 25, 50 e 75 mg/1) apds 24 horas, os resultados

foram os seguintes:

Tabela 4.1II - Valores da média das velocidades e respectivos intervalos de confianga (95%) para o triton X-

100.
[Triton X-100] Velocidade (umy/s)
(mg/1)
0 114+7
12,5 126 £ 8
25 107 +9
50 93 +11
75 42 +17
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A representacdo grafica das velocidades em func¢do da concentragdo, com os respectivos

intervalos de confianga, encontra-se na Figura 4.17.
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Figura 4.17 - Representagdo grafica das velocidades e intervalos de confianga para o triton X-100.

A representacdo grafica das velocidades em funcdo da concentragdo, com a linha de

tendéncia associada, encontra-se na Figura 4.18.
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Figura 4.18 - Representacao grafica das velocidades e curva de tendéncia para o triton X-100.

Dos resultados expostos na Tabela 4.III pode-se retirar que os valores da velocidade da
Tetrahymena pyriformis diminuem com o aumento da concentragdo do triton X-100, tal como seria

de esperar teoricamente. A forma da linha de tendéncia da Figura 4.18, parece indicar que
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aumentando o valor da concentracdo de triton X-100 para valores superiores a 75 mg/l a
velocidade dos protozoarios continuaria a descer. Contudo, tal ndo é verdade, uma vez que a
concentragdo indicada os protozoarios se encontravam mortos. A forma da curva real serd, desta
forma, diferente da linha de tendéncia representada no grafico, que é obtida a partir de poucos
valores de concentracdo do triton X-100

O movimento das tetrahymenas mortas é explicado devido, principalmente, aos
movimentos brownianos, que no caso presente (observacdo de protozodrios em pogos de
amostragem) assumem especial importancia. Analisando a Tabela 4.III pode-se concluir que os
movimentos brownianos podem deslocar os protozoarios a uma velocidade de 40 pm/s.

Pela observacdo da Tabela 4.111 e da Figura 4.17 pode-se constatar que os valores dos erros
sdo elevados, entre 5 a 40% do valor das velocidades. Tal como referido anteriormente, este facto

deve-se a uma representacdo ndo 6ptima dos protozodrios (em nimero ndo muito elevado de

pixeis).

Estudou-se também a alteracdo do préprio movimento do protozodrio e calculou-se, deste
modo, o nimero de mudangas de direccdo dos protozoarios. Considerou-se que, entre dois
movimentos consecutivos do protozoario, um angulo superior a 30° indicia mudanga de direcgao
do movimento. Como nem todos os protozoarios foram reconhecidos durante todo o periodo de
tempo de um conjunto de imagens, o nimero de mudancas de direc¢do, de um dado protozodrio,

foi normalizado pelo nimero de leituras de direccdo efectuadas ao mesmo.

A representacao gréfica do ntiimero de mudangas de direccao normalizado, em fungédo da

concentragao, para os varios toxicos encontra-se na Figura 4.19, Figura 4.20 e Figura 4.21.
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Figura 4.19 - Representacdo grafica das mudangas de direc¢do para a cicloheximida.
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Figura 4.20 - Representacao grafica das mudangas de direcgdo para o cobre.
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Figura 4.21 - Representacdo grafica das mudangas de direc¢do para o triton X-100.

Seria de esperar teoricamente um aumento do ntimero de mudancas de direc¢do com o
aumento da concentragdo dos toxicos, o que ndo sucedeu. De um modo geral notou-se uma
tendéncia de diminui¢do do niimero de mudancas de direc¢do com o aumento da concentracdo de
toxico, para as concentra¢des mais baixas e um aumento para as concentragdes mais elevadas. Tal
facto pode ser explicado pela conjugacado de dois factores.

O primeiro factor refere-se ao facto de o0s protozodrios presentes nos pogos de
amostragem para as concentracdes de toxico menores ser muito elevado. Isto implicou que,

independentemente da accdo de qualquer téxico, o movimento dos protozoarios ser muito
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irregular tendo de constantemente mudar a direccdo do seu movimento de modo a evitar os
protozoarios vizinhos. Conforme a concentracdo dos téxicos era maior, o nimero de protozoarios
presentes decrescia exponencialmente. Para as concentracbes mais elevadas de téxicos, os
protozoarios moviam-se livremente, isto é, sem terem de evitar os protozodrios vizinhos. Nesta
gama de concentracdes é notéria a influéncia do téxico no movimento do protozoario, com o
aumento do namero de mudancas de direcgao.

O segundo factor prende-se com a representacdo dos protozoarios num niimero ndo muito
elevado de pixeis, o que contribui para maiores erros na representacdo dos protozodrios e
consequentemente no calculo da sua localizagdo e direcgdo de movimento.

Por todos estes factores, os resultados obtidos, no que respeita ao ntimero de mudancas de

direccéo, é inconclusivo.
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4.5 Conclusoes

Este trabalho teve como objectivo estudar a influéncia de trés téxicos, cicloheximida, cobre
e triton X-100, na mobilidade do protozoario ciliado Tetrahymena pyriformis. Foram determinados,
para o efeito, dois parametros relacionados com a mobilidade do protozoario: velocidade e
nimero de mudangas de direcgdo. Estes resultados, em termos absolutos, reportam-se apenas ao
meio liquido PPY uma vez que a velocidade de deslocamento de um objecto num meio liquido
depende fortemente, entre outros factores, da viscosidade do préprio meio. Em termos relativos
contudo, as conclusdes genéricas aqui obtidas podem ser extrapoladas para qualquer outro meio

liquido.

As principais dificuldades com que se deparou neste trabalho foram as seguintes:

- O movimento do protozoario Tetrahymena pyriformis ndo é linear, isto é, é um movimento
sinusoidal, com constantes mudangas da direcgdo, embora na sua maioria ligeiras.

- As imagens foram adquiridas através de uma camara de video em angulo de 90° com a
superficie do meio do pogo de amostragem. Logo, apenas a componente horizontal das
deslocagdes pode ser monitorizada, sendo que a componente do deslocamento normal a superficie
do mesmo ndo é contabilizada.

- O deslocamento do protozodrio no plano vertical dos pogos de amostragem, promove a
sua saida do plano de focagem da camara, o que vai esbater a sua imagem e dificultar a sua
correcta identificacgao.

- Os movimentos brownianos no préprio liquido assumem particular importancia nos
pocos de amostragem. Estes movimentos podem alterar a velocidade nativa do protozoario e
induzir, deste modo, erros nos resultados. Tal facto é corroborado pela observacido de células
mortas, que possibilitou quantificar a influéncia dos movimentos brownianos, tal como reportado
mais adiante.

- A aquisicao das imagens foi efectuada com uma ampliacao de 40x, o que implicou a
representacdo dos protozoarios num nimero baixo de pixeis. Tal facto induziu um erro maior nos

resultados, uma vez que os protozoarios ndo ficam optimamente definidos.

Analisando os resultados obtidos, podem-se retirar as seguintes conclusoes:
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- O valor da velocidade média da Tetrahymena pyriformis, sem t6xico e para o meio liquido
PPY, é de cerca de 120 pm/s. Este valor ndo pode ser comparado com valores tedricos, uma vez
que estes ndo vém referenciados em literatura alguma.

- A forma das linhas de tendéncia obtidas foram, regra geral, as teoricamente previstas.
Assim foi visivel um decréscimo da velocidade de deslocamento das tetrahymenas com o aumento
da concentracao dos téxicos estudados.

- A linha de tendéncia para o triton X-100 é, de certo modo errénea, uma vez que, para o
altimo ponto do grafico, os protozodrios se encontravam mortos e, como tal, o valor da velocidade
nao pode ser inferior ao ultimo valor do grafico. A linha de tendéncia obtida ndo sugere esta
tendéncia, devido a escassez de pontos utilizados.

- A gama de concentrag¢des dos trés toxicos, cicloheximida, cobre e triton X-100, utilizadas
permitiu evidenciar a zona decrescente mais importante da curva de velocidade em funcdo da
concentragdo do téxico, bem como o valor limite da velocidade. A zona inicial de velocidade das
tetrahymenas constante ndo é observada nos graficos obtidos, a excepcao do triton X-100. Contudo,
ela pode ser inferida pelos valores da velocidade do protozoario sem téxico e da concentragdo de
téxico mais baixa, para cada téxico, uma vez que os valores obtidos se encontram muito préximos.

- Os valores de estabilizagdo da velocidade média da Tetrahymena pyriformis, com o
aumento do téxico em meio liquido PPY, rondam os 75 um/s para a cicloheximida, os 70 um/s
para o cobre e 40 pum/s para o triton X-100. Estes valores afiguram-se como os valores
assimptoéticos da velocidade do protozodrio para cada um dos tdxicos, isto é, um aumento da
concentragdo dos téxicos acima das gamas utilizadas ndo provocara alteracdo significativa na
velocidade da Tetrahymena pyriformis.

- Apenas para a concentra¢do mais elevada (75 mg/1) do téxico triton X-100, se verificou a
morte das tetrahymenas, enquanto que, para as concentra¢des mais altas de cicloheximida (0,05
mg/l) e de cobre (400 mg/l), tal ndo se verificou. Isto é corroborado por estudos efectuados
anteriormente (ndo publicados), nos quais apenas se verificou a morte de todas as tetrahymenas
para o toxico Triton X-100 e a partir dos 75 mg/1.

- Sendo que, o valor de velocidade obtido para a concentracdo de triton X-100 mais alta
utilizada, se reporta a movimentos brownianos do préprio liquido e ndo dos protozodrios, é
possivel quantificar a influéncia destes. Assim, e sabendo que o valor da velocidade média obtida,
neste caso, é de aproximadamente 40 pm/s, este serd também o valor da velocidade do liquido.

- Uma vez que o valor médio da velocidade do liquido é de 40 pm/s, os valores
velocidade da Tetrahymena pyriformis, em relacdao ao referencial liquido, deverdo ser diminuidos
deste valor

- Os resultados obtidos para o nimero de mudancas de direc¢do encontram-se fortemente

dependentes do namero de Tetrahymena pyriformis presente a cada concentragdo de téxico, como
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referido anteriormente. Deste modo, ndo foi possivel retirar conclusées definitivas. No entanto,
com os valores obtidos, e atendendo a premissa anterior, estes parecem indiciar um aumento do
ndmero de mudangas de direc¢do com o aumento da concentragdo de téxico, especialmente para
concentragdes mais elevadas. Contudo, néo é licito afirmar seguramente se a presenca de cada um
dos toxicos influi no tipo de movimento do protozoério.

A principal ilagdo a tirar deste trabalho é que a mobilidade dos protozoarios é um bom
indicador da presenca de toxicos, estando estes dois pardmetros inversamente relacionados. Deste
modo, a monitorizagdo e quantificacdo do movimento dos protozoarios, sendo um método rapido
e simples, pode ser utilizada como um bom indicador biolégico de poluicao. Em casos em que o
toxico seja conhecido, a quantificacdo da velocidade dos protozodarios, podera mesmo ser utilizada
para calcular a concentra¢do do mesmo e accionar os mecanismos correspondentes.

Uma segunda ilagdo que pode ser retirada é a de que uma ampliacdo maior (200x) pode
permitir uma mais correcta identificagdo destes protozodrios e, consequentemente, um menor erro

na determinagdo dos parametros da mobilidade.
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5.1 Sumario

5.1 Sumario

Este trabalho incidiu sobre o estudo das correlagbes entre dimensdes fractais, diAmetro
equivalente, actividade em acetato e velocidade de sedimentacdo de agregados microbianos
provenientes de dois digestores anaerdbios de diferentes configuracdes e em diferentes condigoes
de operagdo. Foi utilizado, com este intuito, um programa desenvolvido em ambiente Matlab, para

a determinagdo das dimensdes fractais massica, drea vs. perimetro e drea vs. didmetro de Feret.

As principais conclusdes retiradas sdo as seguintes:

A dimens&o fractal que se mostrou melhor correlaciondvel com o didmetro equivalente foi
a dimensao fractal estrutural massica, cuja curva de tendéncia, para a gama de valores em causa,
se aproxima muito da linearidade.

A dimensao fractal que se mostrou melhor correlacionavel com a actividade em acetato foi
também a dimensdo fractal estrutural massica, cuja curva de tendéncia, para a gama de valores em
causa, é muito aproximada a uma recta.

A dimensdo fractal que se mostrou melhor correlacionavel com a velocidade de
sedimentacdo foi a dimensdo fractal estrutural area vs. didmetro de Feret. A forma da curva de
tendéncia, para a gama de valores em causa, € um ramo ascendente duma equagédo de 2°? ordem.

De todas as dimensodes fractais estudadas, a dimensao fractal estrutural massica foi a que
obteve melhores correlacdes globais com os outros parametros estudados: didmetro equivalente,
actividade em acetato e velocidade de sedimentacéo.

A determinacdo destes paradmetros morfoldgicos pode ser utilizada, como um método
rapido e simples, para inferir, embora de um modo muito geral, a estabilidade das propriedades
morfolégicas dos agregados microbianos anaerébios, que tém um papel importante na tecnologia

do tratamento anaerébio de aguas residuais.
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5.2 Introducao

Os agregados microbianos, em tratamento de dguas residuais, podem ser gerados de duas
formas basicas: flocos ou granulos suspensos e biofilmes. Existem também casos de combinacdo
destas duas formas, embora o mesmo ndo seja tdo comum. Nos digestores anaerdbios utilizados,
os agregados microbianos apresentam-se sobre a forma suspensa.

As propriedades fisicas mais estudadas dos agregados microbianos incluem a sua
dispersdo, distribuicdo de tamanhos, velocidade de sedimentagdo e a morfologia, esta tltima com
recurso ao uso de analise de imagem. A regularidade da morfologia dos granulos de um digestor
anaerdébio, pode indiciar o estado de estabilidade do mesmo dado que este pardmetro permite
diferenciar entre agregados granulares e floculentos (Bellouti et al., 1997). A monitorizacdo destes
pardmetros pode assim, permitir uma optimizagdo continua do processo de granulacdo para além

da etapa inicial.

A aplicacdo da andlise de imagem para a caracterizagdo de agregados microbianos é uma
técnica ainda recente. Existe alguma literatura sobre este assunto, sendo de realgar os trabalhos de
Ganczarczyk (1994) e de Dudley et al. (1993). Estes autores debrugaram-se sobre o estudo da
morfologia de agregados microbianos presentes em sistemas de tratamento biolégico de aguas
residuais. Ganczarczyk estudou a relagdo entre a velocidade de sedimentacdo, o didmetro
equivalente e a dimensdo fractal de flocos provenientes de lamas activadas, enquanto Dudley
estudou o nimero e tamanho de granulos provenientes de digestores anaerébios. Sao também de
realcar os trabalhos de Bellouti et al. (1997), Amaral et al. (1997), Hermanowicz et al. (1995) e
Patankar et al. (1993) sobre a dimensao fractal de diversos agregados microbianos e morfologia

miceliar, respectivamente.

Neste trabalho estudou-se a relacdo entre velocidade de sedimentacdo e actividade em
acetato, por um lado, e tamanho (didmetro equivalente) e morfologia (dimensodes fractais), por
outro. Foram utilizados dois filtros anaerébios de leito fixo com enchimento de anéis de Raschig. O
digestor I é de configuracdo tradicional de modo ascendente e o digestor II foi segmentado em 3
andares. O substrato utilizado foi um efluente lacteo sintético, obtido por dilui¢do de leite magro

comercial com dgua. O indculo foi obtido de um digestor anaerébio de tratamento de lamas.

As dimensoes fractais surgiram pela incapacidade da geometria Euclidiana de descrever

convenientemente as formas encontradas na natureza. Tradicionalmente, as dimensodes
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reconhecidas eram a dimensdo 0 (pontos), 1 (linhas e curvas), 2 (planos e superficies), 3 (espaco) e
uma tedrica 4* dimensdo. Besicovitch, expandindo o trabalho anterior de Hausdorff, propos que
algumas formas poderiam ter dimensdes fraccionadas como 1,5 ou 2,3. A geometria fractal
(Mandelbrot, 1977), e designadamente a dimenséao fractal, tem sido recentemente aplicada a todo o
tipo de sistemas biol6gicos e estruturas irregulares presentes na natureza.

A dimensdo fractal é um termo genérico sem uma definigdo restrita e contém um vasto
leque de grandezas diferentes embora relacionadas, sendo um indicador da complexidade de um
objecto. Uma maior complexidade é definida como um maior ndmero de convulsdes e
irregularidades ao longo das fronteiras do objecto.

Os valores da dimensao fractal sdo muito afectados por diversos factores: amostragem,
arredondamentos, resolugdo e pelo préprio valor da dimensdo fractal. A prépria passagem do
sistema métrico para a representacdo por pixeis acarreta variadissimos problemas, entre eles a
representatividade do objecto e uma certa desadequacao das férmulas matematicas. Para dar um

exemplo, um quadrado de érea igual a 4 m? e 8 m de perimetro tem, quando representado por

pixeis, drea igual a 4 pixeis e perimetro também igual a 4 pixeis (para 1 pixel = 1m x 1m).

Para a determinagdo de diversas grandezas geométricas para o célculo das dimensdes
fractais pode-se recorrer ao algoritmo de contagem de caixas (Liebovitch ef al., 1989 e Donnelly et
al., 1995). Esta técnica baseia-se na sobreposicdo de uma grelha sobre a imagem binaria do objecto
(pixeis brancos) e exame dos valores dos pixeis contidos para determinar se essa caixa contém ou
nao parte do objecto. Consoante os valores obtidos cada caixa inserir-se-4 numa de 3 categorias:

- Caixa interior - Quando estd contida inteiramente dentro do corpo do objecto (caixa
contendo apenas pixeis brancos e sem qualquer pixel preto adjacente);

- Caixa de fronteira - Caixas que cruzam a fronteira do objecto (caixa contendo pelo menos
um pixel branco e com um ou mais pixeis pretos adjacentes);

- Caixa vazia - Caixas contendo somente pixeis negros.

Caixa de fronteira (L=3)

Caixa interior (L=3)

Caixa vazia (L=3)

Figura 5.1 - Definigdo de caixa vazia, interior e de fronteira.
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Sabe-se que o nimero de caixas de lado L necessario para cobrir uma superficie fractal
varia a razdo de L'P em que D é a dimensao fractal a ser estimada. O nimero de caixas de tamanho
S contendo parte de um objecto pode ser referido como N(L). Sendo o objecto a ser analisado

fractal, entdao N(L) deve ser proporcional a L-P.

N(L) = K x LD (8.1)

Aplicando logaritmos a ambos os membros da expressao verifica-se que:

log[N(L)] = log[K] - D x log[L] (8.2)

Representando entdo -log (N(L)) em fung¢do de log L obtém-se uma recta de declive D. Este

declive é obtido através da regressdo linear dos pontos obtidos.

- Log
N (L)

v

Log (L)

Figura 5.2 - Representacao grafica da dimenséao fractal.

No programa em questdo, as dimensoes fractais calculadas sdo as dimensdes estruturais:

massica (Dgm), a 4rea vs. perimetro (DY, ) e a estrutural 4rea vs. didmetro de Feret (DY').

A dimensdo fractal estrutural méssica (Dpm) estd compreendida, tal como as demais
dimensdes fractais, entre os valores de 1 e 2. Esta dimensdo fractal tende para 2 em objectos com
forma mais regular e homogénea (forma circular adquire valor 2) e para 1 em objectos de forma

mais irregular (e fractal), ou com a forma de linha de espessura unitaria, de valor 1 (Obert et al.,

1990).
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- Log
Area Dt

v

Log (L)

Figura 5.3 - Representacao grafica da dimensao fractal méssica.

A dimensdo fractal area vs. perimetro (D% ) é calculada a partir da representacdo em

gréfico log-log da drea do objecto em funcdo do seu perimetro para varios tamanhos de caixa.

Log P
Area D

v

Log Perimetro

Figura 5.4 - Representacao grafica da dimensao fractal area vs. perimetro.

A dimensio fractal 4rea vs. didametro de Feret (DY) ¢ calculada a partir da representagao

em gréfico log-log da 4rea do objecto em funcado do seu didmetro de Feret para varios tamanhos de

caixa.

Log Df
Area Da

v

Log diametro de Feret

Figura 5.5 - Representacao grafica da dimensao fractal drea vs. didmetro de Feret.
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Compreendidos entre 1 e 2, os valores de DY e de DY aumentam directamente com a

regularidade e homogeneidade do objecto (semelhante a dimensao fractal massica).

Uma dimens&o fractal diz-se estrutural se se reporta a aspectos como a drea de um objecto
ou a forma deste no seu todo. Por outro lado, diz-se de textura se entra com aspectos referentes ao
perimetro de um objecto ou as suas convolugdes. De um modo geral, as dimensodes fractais de
textura, quando calculadas através do algoritmo de contagem de caixas, utilizam os valores de
tamanho de caixa o mais baixo possivel, independentemente do tamanho do objecto. Tal ja ndo
acontece com as dimensdes fractais estruturais que podem adequar o tamanho de caixa utilizado

em fungdo do tamanho do objecto.

As imagens foram digitalizadas com um tamanho de 512x512 pixeis e em escala de
cinzento de 256 cores através do software comercial Global Lab Image 3.21 (Data Translation,

Marlboro). Alguns exemplos de imagens recolhidas encontram-se na figura seguinte:

Figura 5.6 - Exemplos de imagens recolhidas no decurso deste trabalho.

O programa utilizado para a determinagdo do didmetro equivalente e das diferentes
dimensodes fractais utilizadas, foi desenvolvido em linguagem Matlab. Este programa (Imago_v5)
tem cinco partes fundamentais. Encontram-se de seguida explicitadas, de uma forma sucinta, as
principais operagoes efectuadas por este programa.

- A primeira parte reside na aquisi¢do e tratamento da imagem. O programa suporta
ficheiros de imagem do tipo bmp e tiff de 256 cores. A 1° etapa do tratamento de imagem consiste
na transformacdo dos valores da escala de 1 a 256 para a escala de 0 a 1 e eliminagdo das diferencas
de iluminacéo do fundo.

- Na segunda parte é utilizado, o método de Otsu (1979) para a escolha do valor 6ptimo do
limite de deteccdo de cor e, depois de calculado este valor, a imagem é binarizada, com os objectos
a tomarem o valor 1 e tudo o resto o valor 0.

- Na terceira parte efectua-se o reconhecimento e separagdo dos objectos presentes. O

reconhecimento dos agregados é conseguido através de uma fungdo prépria do Matlab: bwlabel.
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Seguidamente, os objectos na fronteira sdo retirados pela remogao de todos os pixeis de valor igual
aos pixeis presentes na fronteira da imagem.

- Na quarta parte efectua-se o célculo de todas as dimensdes determinadas pelo programa.
As dimensdes fractais calculadas sdo as seguintes: dimensao fractal drea vs. didmetro de Feret
(DRf ), dimensao fractal area vs. perimetro (DY, ), dimensdo fractal méssica (Dpm), dimensao fractal
superficial (Dgs) e dimensao fractal massica modificada (Dpm). Destas, apenas as trés primeiras
foram utilizadas no decurso deste estudo. As dimensdes fractais foram calculadas pelo método de
contagem de caixas (Donnelly et al., 1995 e Liebovitch et al., 1989).

E necessario, nesta fase, determinar os valores da area, perimetro e didmetro de Feret para
os varios tamanhos de caixa. Na determinacdo do didmetro de Feret (Glasbey, 1994), utilizam-se as
seguintes 8 direcgdes: 22,5° 45° 77,5° 90° 112,5° 135° 167,5° e 180°. Para minimizar as diferencas
do valor da dimensdo fractal devidas a diferenca de tamanho dos objectos, o tamanho de caixa (L)
é definido consoante o tamanho dos mesmos.

- Na dltima parte efectua-se a gravacao dos resultados em ficheiro de texto (extensao txt).
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5.3 Programa

O programa utilizado (Imago_v5) para a determinacdo do didmetro equivalente e das
diferentes dimensoes fractais utilizadas, foi desenvolvido em linguagem Matlab. O programa
suporta ficheiros de imagem do tipo bmp ou tiff de 256 cores. Encontram-se de seguida
explicitadas, de uma forma sucinta, as principais operagdes efectuadas por este programa. A
descricdo do mesmo concentra-se nas operagdes ou sequéncia de operagdes realizadas sobre as
imagens de um modo mais geral e compreensivel. Ndo sdo, por isso, referenciadas todas as
pequenas instrugdes internas do programa. As fungdes proprias do Matlab encontram-se melhor
explicitadas no Apéndice E.

O programa possui subrotinas para a determinacdo de outros parametros morfolégicos
(convexidade, compacidade e esfericidade), bem como de célculo de momentos de ordem 0,1e2e
distribuicdo normal de tamanhos, que ndo entraram no dmbito deste trabalho. Para uma descricdo

mais pormenorizada, o programa encontra-se descrito em Amaral (1996).

A primeira parte reside no tratamento da imagem através de uma filtragem, remocao de
particulas na fronteira da imagem e remocao de sujidades.

1. Aquisicdo da imagem inicial. Esta pode ser de formato bmp ou tiff de 256 cores (8 bits).
Os valores desta imagem sdo normalizados, situando-se os seus valores entre 0 e 1 o que permite a

visualiza¢do em Matlab.

*

Figura 5.7 - Imagem resultante da aquisi¢do (ponto 1).

2. Determinacdo da imagem inversa para atenuacdo dos efeitos da iluminagdo ndo

homogénea (pontos 3, 4 e 5).
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3. Determinacgdo da imagem do fundo através da utilizagdo do método de recolha do
minimo valor presente em cada quadrado de 10x10 pixeis, na fronteira de 20 pixeis da imagem, e
interpolagdo dos valores em falta pelo método bictibico ( ponto 4) (The MathWorks, 1997).

4. Utilizacdo do método bictibico que calcula o valor de cada pixel da nova matriz através
de uma média pesada dos valores da caixa de 4x4 pixeis a volta do pixel correspondente da matriz
original.

5. Subtraccado dos valores calculados no ponto 4, a imagem do ponto 2.

6. Determinag¢do da imagem inversa.

Na segunda parte procede-se ao calculo do limite de detec¢do de cor éptimo e binarizagao
da imagem.

7. Determinagdo do limite 6ptimo de detecgdo de cor pelo método de Otsu (1979).

Sejam os pixeis de uma dada imagem representados em L niveis de cinzento. O ntimero de

pixeis no nivel i é dado por n;, o ntimero total de pixeis por N e o histograma normalizado p;:

= M 8.3
Pi= (8.3)

Se se dicotomizar o histograma em duas classes Cy e C; (fundo e objectos), por um limite
de deteccdo de cor de nivel k, os valores da probabilidade da ocorréncia de cada classe (®) e os

valores médios de cada classe (1) sdo dados, respectivamente por:

k
Wy = Zpi
i=1
N (8.4)
o= Zpi
i=k+1
e
k i
Ho= ; Ao
L (8.5)
- 1p4
me 2
i=k+1
A média total da imagem original é dada por:
L
i=1
a variancia entre classes é dada por:
o8 = @@ (14 - )’ (8.7)
e a variancia total dos niveis é dada por:
L
o? = (i-ur)’p; (8.8)
i=1
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O limite 6ptimo é o valor k* que maximiza n:

2
=25 89)
logo:
o’(k*)= max os(K) (8.10)

8. Binarizacao da imagem. Os pixeis com um valor inferior ao limite de detecgdo de Otsu

(1979) ficam com valor 1 (objecto), e todos os outros com valor zero (fundo).

Na terceira parte efectua-se o reconhecimento e separacdo dos objectos presentes.

9. O reconhecimento dos agregados é conseguido através de uma fungdo prépria do

Matlab: bwlabel, que efectua uma identificagdo numérica dos objectos: Isto é, identifica cada objecto

pela substituicao dos valores dum conjunto de pixeis ligados por um valor inteiro diferente de
objecto para objecto.
10. Elimina¢do dos objectos que intersectam a fronteira da imagem, isto é, sdo retirados

todos os pixeis de valor igual aos pixeis presentes na fronteira da imagem.

Figura 5.8 - Imagem resultante da eliminacdo dos objectos na fronteira (ponto 10).

Na quarta parte isolam-se os objectos e escolhem-se os tamanhos de caixa a serem
utilizados para o calculo das dimensdes fractais. Com o intuito de minimizar as diferengas do valor
da dimensao fractal devidas a diferenca de tamanho dos objectos, o tamanho de caixa (L) é
definido consoante o tamanho.

11. Isolamento dos objectos através de uma funcdo propria do Matlab: imcrop.
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Figura 5.9 - Imagem de um granulo (ponto 11).

12. Determinacdo do tamanho horizontal e vertical de cada objecto. Isto é atingido através
da fungdo prépria do Matlab: size.

13. Escolha dos tamanhos de caixa. Para os objectos com uma das dimensodes (horizontal
ou vertical) maior que 25 e menor que 36 e os tamanhos de caixa sdo de 1, 2, 4 e 8. Para os objectos
com uma das dimensdes maior que 36 e menor que 68 os tamanhos de caixa sdo de 2,4, 8 e 16 e,
finalmente, para os objectos com ambos as dimensdes maiores que 68 os tamanhos de caixa sdo de

4,8,16 e 32.

Na quinta parte efectua-se o célculo das dimensdes calculadas para este trabalho:

dimensao fractal estrutural area vs. diametro de Feret (DR), dimensao fractal area vs. perimetro

(DY ) e dimensio fractal estrutural massica (Dpm):

14. Determinagdo dos valores da drea para os varios tamanhos de caixa. Esta é calculado
verificando para cada caixa de tamanho L que compde a imagem se existe algum pixel de valor 1,
isto é, pertencente ao objecto.

15. Determinacdo dos valores do perimetro para os vérios tamanhos de caixa. O perimetro
é calculado por uma verificacdo das caixas contabilizadas para a area para determinar se os limites
exteriores as mesmas contém algum pixel ndo pertencente ao objecto.

16. Determinacdo do didmetro de Feret (Glasbey, 1994). Este é calculado como o maior
didmetro de Feret, para o tamanho de caixa 1 (L = 1), em 8 direc¢des distintas (22,5° 45° 77,5° 90°
112,5° 135° 167,5° e 180°). A partir deste valor determinam-se os valores para todos os outros
tamanhos de caixa, utilizando o valor arredondado para cima da divisdo do didmetro de Feret de
tamanho de caixa 1 por cada tamanho da caixa (L). Em Matlab, tal é conseguido pela fungdo do
Matlab: ceil.

Didmetro de Feret (L) = ceil (didmetro de Feret (1)/L) (8.11)

17. Determinacdo das dimensoes fractais. Depois de logaritmizados os valores obtidos
procede-se a uma regressao linear para determinar o declive da curva log (4rea) vs. log (Y). Em

Matlab tal é conseguido utilizando o operador \ :
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DY = vector [log (4rea)] \ vector [log (diametro de Feret)] (8.12)
D} = vector [log (area)] \ vector [log (perimetro)] (8.13)
Dgm = vector [log (drea)] \ vector [log (L)] (8.14)

sendo o vector [log (Y)], o vector que contém os valores logaritmizados do parametro Y e o

vector [log(area)] para o parametro area, para os diversos tamanhos de caixa.

Por dultimo, os resultados sdo guardados em ficheiros texto (.txt), escolhidos pelo

utilizador, através de uma funcgéo prépria do Matlab.

Um organigrama do programa encontra-se na figura seguinte:

1. Imagem original
normalizada
2. Imagem inversa

v

3. Minimo valor em cada caixa
de 10x10 pixeis
4. Interpolacdo pelo método
bic1'|1bic0

A 4

5. Subtraccdo em cada
coluna
6. Imagem inversa
7. Limite de deteccdo de
cor de Otsu
8. Binarizacao
9. bwlabel
10. Eliminagao dos objectos
na fronteira
11. imcrop
12. size
13. Escolha dos tamanhos
de caixa
14. Determinacdo das areas
15. Determinac¢ao dos
perimetros
16. Determinac¢ao dos
didmetros de Feret
17. Determinacao das
dimensdes fractais

Figura 5.10 - Organigrama do programa Imago_v5.

104



5.4 Resultados e Discussao

5.4 Resultados e Discussao

A correlagdo entre dimensdo fractal, didmetro equivalente, actividade em acetato e
velocidade de sedimenta¢do de agregados microbianos provenientes de digestores anaerébios foi
investigada neste trabalho. Foram retiradas 25 amostras diferentes de agregados microbianos ao
longo do tempo, de 3 locais diferentes (topo, meio e fundo) de 2 digestores anaerébios, de modo a
se obter a maior representatividade possivel. Estes possuiam diferentes configuragdes: O digestor I
¢é um filtro anaerébio de 1 estigio e o digestor II é um filtro anaerdbio de 3 estagios. Os agregados
foram desenvolvidos em diferentes condigdes de operagéo e o total de flocos e granulos estudados
foi superior a 4000.

Apenas os principais resultados obtidos se encontram expostos de seguida. O conjunto dos

dados originais obtidos ndo se encontra referido devido ao elevado ntimero dos mesmos.

Os valores médios das dimensodes fractais calculadas, dimensao fractal estrutural area vs.
diametro de Feret (DY'), dimensdo fractal 4rea vs. perimetro (DY ), dimenso fractal estrutural

massica (Dsm), para cada amostra, bem como os respectivos intervalos de confianca, encontram-se

na Tabela 5.1.
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Tabela 5.1 - Valores médios das dimensdes fractais Di , Dgf , DBm € respectivos intervalos de confianca

equivalente, para cada amostra, bem como os respectivos intervalos de confianca, encontram-se

(95%) para cada amostra.

Amostra Dg Dgf Dbm
1 1,721 +0,012 | 1,852+0,015 | 1,794 +0,016
2 1,681 +0,013 | 1,814+0,014 | 1,758 +£0,013
3 1,636 £0,025 | 1,799 +0,017 | 1,740 +0,018
4 1,719+0,019 | 1,862+0,012 | 1,807 +0,013
5 1,668 £0,014 | 1,815+0,015 | 1,753 +0,013
6 1,675+0,024 | 1,792+0,014 | 1,747 £0,014
7 1,671 +0,017 | 1,816 +0,014 | 1,753 +0,011
8 1,686 £0,016 | 1,813+0,011 | 1,754 +0,010
9 1,670+0,019 | 1,792+0,015 | 1,757 £0,015
10 1,693 +£0,015 | 1,812+0,010 | 1,765+ 0,006
11 1,675+0,018 | 1,822+0,016 | 1,762 +0,012
12 1,670+£0,017 | 1,812+0,009 | 1,757 +0,009
13 1,634 +0,017 | 1,786 +0,011 | 1,730+ 0,010
14 1,681 +0,015 | 1,812+0,015 | 1,751 +0,010
15 1,675+0,013 | 1,800+0,010 | 1,746 +0,009
16 1,670 £0,027 | 1,789+0,015 | 1,739 +0,013
17 1,652+0,014 | 1,804 +0,015 | 1,744 +0,011
18 1,666 +£0,012 | 1,806 +0,011 | 1,742+ 0,009
19 1,661 +£0,013 | 1,798 +0,009 | 1,743 +0,009
20 1,591 £0,021 | 1,763+0,018 | 1,715+ 0,017
21 1,643 +0,031 | 1,769+0,017 | 1,715+0,015
22 1,667 +0,025 | 1,794 +0,014 | 1,730+0,015
23 1,623 +0,017 | 1,773+0,015 | 1,720 +0,014
24 1,657 £0,020 | 1,797 £0,013 | 1,741 +0,012
25 1,710+£0,013 | 1,865+0,013 | 1,805+ 0,009

Os valores médios da actividade em acetato, velocidade de sedimentagdo e didmetro

tabelados de seguida:
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Tabela 5.11 - Valores médios da actividade em acetato, velocidade de sedimentagado e didmetro equivalente e
respectivos intervalos de confianca (95%) para cada amostra.

Amostra Act. Acetoclastica Vel. Sedimentacao | Diam. Equivalente
mlCH4@PTN/gSV.dia (m/h) (mm)
1 410+ 24 92+13 3,89+0,18
2 233+20 60+10 2,31+£0,19
3 256+ 14 28+4 2,52+0,30
4 596 + 14 109 £16 4,01 £0,27
5 259 £41 36£6 1,61+0,14
6 281+6 28+4 2,11+£0,11
7 324 +43 26+4 1,64+0,11
8 500+ 6 53+ 14 1,80+0,14
9 261 £27 20+4 1,86 £ 0,13
10 338 £39 27+9 1,22 +£0,06
11 325+19 50+12 1,94+0,13
12 - -- 1,46 + 0,07
13 140 £ 43 264 1,93+0,14
14 254 +£ 35 24+4 1,96 £0,13
15 488 + 24 67+12 1,74+£0,10
16 237 £17 36£6 1,95 £ 0,08
17 149 + 28 50+12 2,18+0,13
18 268 £18 43+ 8 1,51 £ 0,09
19 83+10 24+3 1,63 £ 0,09
20 90 £12 20£2 1,05 £ 0,09
21 102+6 21+£3 1,33 £ 0,08
22 128 +5 18+2 1,20 £ 0,06
23 144 +£12 29+4 1,49 £ 0,09
24 173+7 26+4 1,58 £ 0,08
25 - 156 +12 4,19 £0,27

As equagdes das curvas obtidas, e respectivas correlagdes, que melhor se adaptam aos

pontos, para a dimensdo fractal drea vs. didmetro de Feret (DY), dimensdo fractal 4rea wvs.

perimetro (D% ) e dimensao fractal massica (Dpm), em funcdo do didmetro equivalente (mm) dos

mesmos, encontra-se de seguida. De referir que foram testados os modelos de equacdo algébrica

de 1° grau (Y = a+ bx), equagdo algébrica de 2° grau (Y = ax2 + bx + ¢), equacdo de poténcia (Y =

axb) e equacdo exponencial (Y = ae

bx

).

Tabela 5.I1II - Correlagdes das curvas obtidas para as diferentes dimensdes fractais em fun¢éo do didmetro.

Equacio Correlacdo

Dgf y = 0,004x2 +0,0031x + 1,7815 0,819

A

DY |y= 0,0008x2 +0,0177x + 11,6284 0,647

Dgm | Y= 0,0038x2 +0,003x + 1,7267 0,837
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A melhor correlacdo obtida (0,837), como pode ser observado na tabela anterior, foi a da
dimensdo fractal estrutural massica (Dpm). A equacdo da curva de tendéncia correspondente é a

seguinte:
Dgm = 0,0038deq2 +0,003deq + 1,7267 (deq € [1:5] mm). (8.15)
A representagdo gréfica dos pontos, e intervalos de confianca respectivos, encontra-se na

Figura 5.11. A curva de tendéncia e as curvas dos limites de erro da mesma encontram-se na

Figura 5.12. Os limites de erro foram calculados para um intervalo de confianca de 95%.

1.859
e
1.80f e L
£ . - L
A 1.75¢ !
1.704 %
1.65 - . . . .
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
Diametro Equivalente (mm)

Figura 5.11 - Representacao grafica da dimensao fractal massica (Dpm) em fun¢do do didmetro e intervalos de
confianga respectivos.

1.86 -
1.84 A
1.82
1.8 A
1.78 A
176 -
1.74 A
1.72 A
1.7 +°
1.68

1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50

DBm

Diametro equivalente (mm)

Figura 5.12 - Representacao grafica da curva de tendéncia da dimensao fractal massica (Dpm) em fun¢do do
diametro.
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Pela analise da Figura 5.12, pode-se concluir que, para a gama de valores estudados, existe
uma correspondéncia praticamente linear entre a dimensdo fractal massica e o didmetro
equivalente dos agregados microbianos. Como o didmetro equivalente pode ser considerado como
um factor representativo da drea de um agregado, verifica-se que, quanto maior a drea deste mais
o agregado tende a possuir elevada dimensao fractal massica. Isto é, quanto maior o agregado

microbiano mais regular se torna.

Foram testadas varias formas de curvas de tendéncia para os valores da actividade em

acetato (mlCH4@PTN/gSV.dia) em funcdo da dimensao fractal area vs. diametro de Feret (DY'),

da dimensdo fractal 4rea vs. perimetro (DY ), da dimensao fractal massica (Dpm) e do didmetro.
Foram testados os modelos de equagdo algébrica de 1° grau, equagdo algébrica de 2° grau, equacao
de poténcia e equagdo exponencial. As equagdes que melhor se adequaram aos valores obtidos

estdo representadas na Tabela 5.IV.

Tabela 5.1V - Correlagdes das curvas obtidas para a actividade em acetato em funcdo das diferentes
dimensoes fractais e do didAmetro.

Equacao Correlacao
Didmetro | y = 11,888x2 +47,999x + 119,17 0,585
DY y = 6871,3x2 - 20382x + 14670 0,753
DY y= 2E’>471x2 - 74351x + 58969 0,778
Dsgm y= -3781,9x2 +18216x - 20022 0,781
y = 4920,5x - 8338,7 0,781

A melhor correlagdo, para todos os pardmetros estudados, foi obtida para a dimensdo
fractal estrutural madssica, com o ajuste dos pontos a uma recta e ao ramo ascendente dum
polinémio de 2° grau (a<0), numa zona dum ramo que é praticamente uma recta, com o valor de

0,781. A equagdo de 2° grau obtida foi a seguinte:
Act. Acetato = -3781,9 Dpm 2+ 18216 Dgm - 20022 (Dpm € [1,71:1,82]). (8.16)
E a equagdo de 1° grau foi:

Act. Acetato = 4920,5 Dy, - 8338,7 (Dpm < [1,71:1,82]). (8.17)

A representagdo grafica dos pontos, e intervalos de confianga respectivos, encontra-se na

Figura 5.13 e da curva de tendéncia e das curvas dos limites de erro da mesma na Figura 5.14.
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Figura 5.13 - Representacao grafica da actividade em acetato em fungdo da dimensao fractal massica (Dpm), €
intervalos de confianga respectivos.
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Figura 5.14 - Representacao grafica da curva de tendéncia da actividade em acetato em funcdo da dimensao
fractal massica (Dpm).

Analisando a Figura 5.14 constata-se que existe uma relacao praticamente linear entre a
actividade em acetato e a dimensao fractal massica. Isto é, quanto maior a dimensdo fractal
massica de um agregado microbiano, maior a sua actividade. De outra forma, quanto mais regular

é o0 agregado, mais actividade em acetato demonstra.

Foram também testadas varias formas de curvas de tendéncia para os valores da
velocidade de sedimentagdo (m/h) em funcdo das dimensdes fractais e do didmetro. Foram

igualmente aplicados os modelos de equacao algébrica de 1° grau, de 2° grau, equagdo de poténcia
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e equacgdo exponencial. As equagdes que melhor se adequaram aos valores obtidos estdo

representadas na Tabela 5.V.

Tabela 5.V - Correla¢des das curvas obtidas para a velocidade de sedimentacao em fungao das diferentes
dimensoes fractais e do didmetro.

Equacido Correlagao
Didmetro | y = 10,14x2 -20,367x + 37,164 0,898
DL y= 13765x2 - 48908x + 43469 0,908
DY y = 10779x2 - 35080x + 28560 0,786
Dgm y = 4300x2 - 49242x + 42416 0,889

A melhor correlagdo, para a velocidade em fun¢do dos parametros estudados, foi obtida
para a dimensao fractal estrutural drea vs. didmetro de Feret, com o ajuste dos pontos ao ramo

ascendente dum polinémio de 2° grau (a>0) com o valor de 0,908. A equacao obtida foi a seguinte:
Velocidade = 13765 D' 2 _ 48908 DY +43469 (DY € [1,76:1,88)). (8.18)

A representagdo grafica dos pontos, e intervalos de confianga respectivos, encontra-se na

Figura 5.15 e da curva de tendéncia e das curvas dos limites de erro da mesma na Figura 5.16.
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Figura 5.15 - Representacao grafica da velocidade de sedimentacdo em fungdo da dimensao fractal 4rea vs.

diametro de Feret (DEf ), e respectivos intervalos de confianca.
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Figura 5.16 - Representacao grafica da curva de tendéncia da velocidade de sedimentacdo em funcao da

dimensao fractal drea vs. didmetro de Feret (DRf ).

Analisando a Figura 5.16, pode-se retirar que, a um aumento da dimensao fractal area vs.
didmetro de Feret, logo, da regularidade do agregado, corresponde um aumento da velocidade de

sedimentacdo. Este aumento é tanto maior quanto maior é o valor da dimenséo fractal.

Estudando cada um dos reactores isoladamente verificou-se que para o reactor I (de
apenas um andar) os valores obtidos foram os seguintes:

Para o didmetro equivalente, a forma da curva relacionando o didmetro e a dimensao
fractal massica (Dpm,) encontra-se representada graficamente na Figura 5.17.

Neste caso, a correlagdo obtida ndo foi a melhor, tendo a dimensido fractal area vs.

didmetro de Feret obtido uma melhor correlagéo.
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Figura 5.17 - Representacao grafica da dimensao fractal méssica (Dpm) em fun¢ao do didmetro equivalente,
para o reactor L.
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Para a actividade em acetato, a forma da curva relacionando a actividade e o Dgm,

encontra-se representada graficamente na Figura 5.18.
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Figura 5.18 - Representacdo grafica da actividade em acetato em fun¢éo da dimensao fractal massica (Dpm),
para o reactor L.

Para a velocidade de sedimentacdo, a forma da curva relacionando a actividade e o Dgf ,

encontra-se representada graficamente na Figura 5.19.
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Figura 5.19 - Representacio grafica da velocidade de sedimentagéo em fungio da dimensao fractal Area vs.

Didmetro de Feret ( sz ), para o reactor I.

Em todos os casos a equacao obtida foi de 2° grau, como havia sucedido para o conjunto

total das amostras. Analisando a Figura 5.18, pode-se concluir que a variacdao da actividade em
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acetato com a dimensdo fractal méssica é praticamente linear. Analisando a Figura 5.19, pode-se
concluir que a um aumento da dimensdo fractal 4rea vs. didmetro de Feret corresponde um
aumento da velocidade de sedimentacdo. Este aumento é tanto maior, quanto maior é o valor da
dimensao fractal. Analisando a Figura 5.17 pode-se concluir que o mesmo acontece no caso do
diametro equivalente e da dimensao fractal massica.

Estes resultados sao muito semelhantes aos obtidos pelo conjunto total das amostras.

Para o reactor 1I, de trés andares, os valores obtidos foram os seguintes:

Para o didmetro equivalente, a forma da curva relacionando o didmetro e a dimensao

fractal massica (Dpm,) encontra-se representada graficamente na Figura 5.20.
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Figura 5.20 - Representacao grafica da dimensao fractal méssica (Dpm) em fun¢ao do didmetro equivalente,
para o reactor II.

Para a actividade em acetato, a equacao do 2° grau relacionando a actividade e 0 Dgm,

encontra-se representada graficamente na Figura 5.21.
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Figura 5.21 - Representacao grafica da actividade em acetato em fun¢do da dimensdo fractal massica (Dpm),
para o reactor II.

Para a velocidade de sedimentagdo, a equagdo do 2° grau relacionando a actividade e o

DYf, encontra-se representada graficamente na Figura 5.22.
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Figura 5.22 - Representacao grafica da velocidade de sedimentacdo em funcado da dimensao fractal 4rea vs.

diametro de Feret (DRf ), para o reactor II.

Em ambos os casos a equacao obtida foi de 2° grau, como havia sucedido para o conjunto
total das amostras e para as amostras do reactor I. Analisando a Figura 5.21, pode-se concluir que a
variacdo da actividade em acetato com a dimensdo fractal massica é proxima da linearidade.

Analisando a Figura 5.20 pode-se concluir que o mesmo acontece no caso do didmetro equivalente
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e da dimensdo fractal massica. Analisando a Figura 5.22, pode-se concluir que a um aumento da
dimensdo fractal 4rea vs. didmetro de Feret corresponde um aumento da velocidade de
sedimentacdo. Este aumento é tanto maior, quanto maior é o valor da dimensao fractal.

Estes resultados sao muito semelhantes aos obtidos pelas amostras provenientes do reactor

I e para o conjunto total das amostras.

A comparacdo das curvas de tendéncia para cada um dos reactores isoladamente e em

conjunto encontra-se apresentada na Figura 5.23, na Figura 5.24 e na Figura 5.25.
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Figura 5.23 - Representacdo grafica da dimens&o fractal méssica (Dpm) em fung¢do do didmetro equivalente,
para cada reactor e para o conjunto da ambos.
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Figura 5.24 - Representacao grafica da actividade em acetato em fun¢ao da dimensdo fractal massica (Dpm),
para cada reactor e para o conjunto da ambos.
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Figura 5.25 - Representacdo grafica da velocidade de sedimentacdo em funcao da dimenséao fractal area vs.

diametro de Feret (DRf ), para cada reactor e para o conjunto da ambos.

A média dos valores dos didmetros equivalentes dos agregados microbianos para cada
porta de amostragem foram de 1,71 para a porta 1 (altura de 5 cm), 1,73 para a porta 3 (altura de

32,5 cm) e 2,32 para a porta 6 (altura de 65 cm).
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5.5 Conclusoes

As principais conclusdes que podem ser retiradas deste estudo sdo as seguintes:

- O tamanho do agregado microbiano e os pardmetros que representam a sua regularidade
possuem uma relacdo directa. Como pode ser observado pela comparacao das tabelas VI e VII,

quando o tamanho do agregado aumenta, referido em didmetro equivalente, as diversas
dimensoes fractais estudadas, drea vs. diametro de Feret (DY), 4rea vs. perimetro (DY ) e massica

(DBm), também aumentam.

- Foram testadas vérias formas de curva de tendéncia, equagdo algébrica de 1° grau,
equacdo algébrica de 2° grau, equagdo exponencial e equacdo de poténcia. As equagdes que
melhores valores de correlagdo obtiveram, para o estudo do pardmetro didmetro equivalente,
foram equagoes algébricas de 2° grau, que estdo descritas na Tabela 5.1IL

- A dimensao fractal que se mostrou melhor correlaciondvel com o didmetro equivalente
foi a dimensao fractal estrutural méssica, com uma correlagdo de 0,837 para a equagdo algébrica de
2° grau. Contudo, a forma da curva obtida, para a gama de valores em causa aproxima-se muito da
linearidade, podendo ser considerada como praticamente linear, como pode ser constatado na
Figura 5.12.

- Os valores do didmetro equivalente dos agregados microbianos aumentaram com a sua
distancia ao fundo do reactor, sendo que os resultados reportados por Dudley et al. (1993)
permitem apenas concluir da existéncia de um tamanho especifico dos agregados para cada nivel
do digestor anaerébio. Contudo, neste trabalho existem poucos pontos para estudar o efeito da

localizacao, no digestor, na dimensao dos agregados.

- No estudo da actividade em acetato em funcdo das dimensdes fractais calculadas
verificou-se, para a gama de valores em que se trabalhou, uma relagdo directa. Em todos os
graficos obtidos, a forma da curva é um ramo ascendente duma equacdo de 2* ordem (a<0), quer
para a actividade em acetato em fungdo da dimensao fractal méssica quer em fungdo da dimensao
fractal 4rea vs. didmetro de Feret. Contudo, quando para o caso da dimensdo fractal massica a

forma é muito aproximada a uma recta, demonstrada na Figura 5.14, podendo ser considerada
como tal. Esta forma é valida dentro dos limites estudados: (Dsm € [1,71:1,82] e Dgf € [1,76:1,88]).
- A dimensao fractal que se mostrou melhor correlaciondvel com a actividade em acetato

foi a dimensdo fractal estrutural massica. A correlagdo obtida foi de 0,781, como pode ser

observado na Tabela 5.1V.
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- No estudo da velocidade de sedimentacdo em func¢do das dimensdes fractais calculadas
verificou-se, para a gama de valores em que se trabalhou, uma relacdo directa. Em todos os
graficos obtidos, a forma da curva é um ramo ascendente duma equacdo de 2* ordem (a>0), quer
para a velocidade de sedimentacdo em fun¢do da dimensdo fractal massica quer em funcdo da
dimens&o fractal drea vs. didmetro de Feret. Esta forma é valida dentro dos limites estudados: (Dgm
e [1,71:1,82] e DY' e [1,76:1,88]).

- A dimensdo fractal que se mostrou melhor correlacionavel com a velocidade de
sedimentacdo foi a dimensdo fractal estrutural drea vs. didmetro de Feret. A correlacido obtida foi
de 0,908, como pode ser observado na Tabela 5.V.

- Tal como reportado por Ganczarczyk (1994), a correlagdo obtida em velocidade vs.
didmetro foi inferior para o modelo velocidade = a.diémetrob do que para o modelo velocidade = a
+ b.didmetro. De realcar contudo, que Ganczarczyk utilizou granulos de lamas activadas ao invés
deste trabalho em que se estudaram agregados microbianos provenientes de digestores
anaerdobios. Ganczarczyk obteve uma correlagdo de 0,864 para V = a.deqb e de 0,902 para V=a +
b.deq, contudo nota-se também que a melhor curva obtida esta longe de ser linear e possui um

aspecto mais de acordo com o primeiro modelo referido.

- A forma das curvas obtidas para o estudo de cada reactor isoladamente aproxima-se
muito das formas obtidas para o conjunto dos dois reactores. Assim, a forma obtida para as curvas
da actividade em acetato em func¢do da dimensao fractal massica é bastante linear e a forma das
curvas da velocidade de sedimenta¢do em funcdo da dimensao fractal area vs. diAmetro de Feret,
bem como da dimensdo fractal massica em funcdo do didmetro é um ramo ascendente de uma
equacgdo de 2° ordem (a>0).

- Para o estudo do didmetro, da actividade em acetato e velocidade de sedimentacdo de
cada reactor isolado, as equagdes obtidas, na gama de valores estudados, aproximam-se bastante,
como pode ser observado na Figura 5.23, na Figura 5.24 e Figura 5.25. Estas sdo muito préximas

entre si e também em comparag¢do com o conjunto de reactores estudados.

- De todas as dimensdes fractais estudadas, a dimensao fractal estrutural méssica foi a que
obteve melhores correlacdes globais com os outros parametros estudados: didmetro equivalente,
actividade em acetato e velocidade de sedimentacdo. A dimenséo fractal area vs. diametro de Feret
também obteve correlagdes razoaveis, no conjunto de todos os parametros estudados enquanto
que a dimensao fractal 4drea vs. perimetro ndo se mostrou particularmente correlacionavel com

nenhum dos pardmetros obtidos.
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- Pelos resultados obtidos, é patente a correlagdo entre os valores das dimensdes fractais
estruturais 4rea vs. didmetro de Feret e massica, bem como do didmetro equivalente, por um lado e
a actividade em acetato e velocidade de sedimentacdo, por outro. Deste modo, a determinagao
destes pardmetros morfoldgicos pode ser utilizada, como um método rédpido e simples, para
inferir, embora de um modo muito geral, o funcionamento de um digestor anaerébio. Este método
possui também a vantagem de o volume de amostra necessario ser infimo.

- Sera, no entanto, necessdrio aumentar significativamente o ntmero de pontos

experimentais a fim de obter melhores correlagdes.
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6. Determinacao Quantitativa de

Fluorescéncia num Digestor

Anaerébio Perturbado



6.1 Sumario

6.1 Sumario

Este trabalho incidiu sobre o estudo da actividade metanogénica de um consoércio
bacteriano de um digestor anaerébio perturbado, ao longo do tempo, e a fluorescéncia
demonstrada pelo mesmo quando excitado a 420 nm. Foram efectuadas duas perturbagdes, sendo
a primeira a suspensdo da alimentacdo e a segunda a suspensao da alimentagdo e entrada de ar.
Foram estudados os parametros Indice de Fluorescéncia, Numero Total de Bactérias Fluorescentes
por Floco e Fluorescéncia do Fundo. Foi elaborado um programa (Fluor_v4) em ambiente Matlab,

para a determinacdo dos pardmetros atras referidos.

As principais conclusdes retiradas sdo as seguintes:

As bactérias anaerdbias presentes no digestor mostraram-se bastante sensiveis as
perturbagdes verificadas. No caso da segunda perturbagdo, que envolveu também entrada de ar no
sistema, o consdrcio de bactérias ndao chegou a recuperar.

As actividades metanogénicas especificas (acetoclastica e hidrogenofilica) mostraram uma
tendéncia crescente ao longo do tempo, mais acentuada no caso da actividade acetoclastica. As
actividades mostraram-se também bastante sensiveis as perturbacdes verificadas.

Os parametros indice de fluorescéncia, fluorescéncia do fundo e nimero de bactérias
fluorescentes por floco, ndo se mostraram relaciondveis com os parametros monitorizados
tradicionalmente, a excepcao da fluorescéncia do fundo com os sélidos volateis.

O numero de bactérias fluorescentes presentes ndo se mostrou directamente
correlacionavel com as actividades calculadas, o que se atribui ao facto de a concentragdo do co-
factor Fiy ser diferente para diferentes espécies de bactérias metanogénicas.

A fluorescéncia do fundo e a concentracio de soélidos volateis mostraram-se

correlacionaveis, assumindo a linha de tendéncia uma forma aproximadamente exponencial.

123



6. Determinacao Quantitativa de Fluorescéncia num Digestor Anaerébio Perturbado

6.2 Introducao

A digestdo anaerébia é um processo atractivo para a conversdo de aguas residuais,
residuos s6lidos e recursos renovaveis em metano e outros produtos. Também referida como
fermentagdo metanogénica, é um processo de multiplas etapas envolvendo um consércio completo
de microrganismos que integra as bactérias metanogénicas. Estas sdo consideradas como fazendo
parte do reino das arquebactérias, com doze géneros descritos e muitas dezenas de espécies e
estirpes. Os géneros mais importantes presentes na digestdo anaerébia sdo o Methanobacterium,

Methanococcus, Methanosarcina e Methanosaeta (Alves, 1998).

O objectivo deste trabalho foi estudar evolutivamente a actividade metanogénica
acetocléstica e hidrogenofilica durante o arranque de um digestor anaerébio de mistura completa.

A fluorescéncia devido a presenca do co-factor Fio foi monitorizada ao longo do tempo.

Na primeira fase da digestdo anaerébia, chamada de hidrélise, os agticares, proteinas e
lipidos sdo degradados em compostos monoméricos. Na acidogénese, estes tultimos sdo
convertidos a hidrogénio e 4cidos organicos que sdo seguidamente degradados em acido acético,
hidrogénio e diéxido de carbono, pela acetogénese. Subsequentemente, as bactérias metanogénicas
utilizam estes compostos para a produgdo de metano (Wheatley, 1990). O co-factor Fyo intervém
nesta ultima fase actuando como um aceitador de electrdes, sendo reduzido por uma enzima
desidrogenase.

Esta descricao simplificada da degradacdo anaerébia esta representada na Figura 6.1.

124



6.2 Introducao
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Metano e CO,

* Forma fluorescente do edactor
Figura 6.1 - Representacdo esquematica resumida da digestdo anaerébia (Alves, 1998).

A metanogénese, sendo o passo final da digestdo anaerdbia, é o responsavel directo pela
producédo de metano. E também o passo mais lento da cadeia sendo, por isso mesmo, considerado
0 passo limitante da mesma. A maior parte (70%) do metano formado nesta etapa provém da
degradacdo do acetato pelas bactérias acetocldsticas que sdao arquebactérias anaerébias estritas,
tendo sido identificados dois géneros: Methanosaeta e Methanosarcina (Alves, 1998). Como as
bactérias acetoclasticas sdo, de entre todas as bactérias da digestdo anaerdbia, as que possuem uma
menor resisténcia a condi¢oes adversas, é atribuida uma especial importancia as mesmas (Alves et

al., 1995).

A seleccdo de comprimentos de onda de excitagdo, para a microscopia de fluorescéncia,
correspondendo aos comprimentos de onda de excitagdo dos co-factores Fsso € Faoo (Cheeseman et
al., 1972) é um método poderoso para o reconhecimento de bactérias metanogénicas. E também um
método muito apropriado para determinar a pureza de culturas metanogénicas, em culturas
mistas. Doddema et al. (1978), referem que a fluorescéncia evidenciada a 420 nm pode nao ser
exclusiva das bactérias metanogénicas e que a fraca fluorescéncia das bactérias ndo metanogénicas

pode ser devida a presenga de flavinas nas células.
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O co-factor Fyo deriva de uma flavina, sendo um analogo da 5-deazaflavina, e é um
transportador de electrdes envolvido na metanogénese de Hy e CO,. A sua forma reduzida nao
fluoresce, mas a oxidada sim, absorvendo a 420 nm e emitindo a 472 nm. Encontrando-se presente
apenas nas bactérias metanogénicas, a fluorescéncia evidenciada por estas é fun¢do do ntimero de
bactérias activas e do seu estado de oxidagdo. O espectro de excitagdo e de emissdo do co-factor

Fi20, a pH 8,2, encontra-se representado na figura seguinte.

Excitagdo Ermiss3o

l | [
300 400 200

Figura 6.2 - Espectro de excitagdo e emissdo (nm) do co-factor Fio a pH 8,2 (Doddema et al., 1978).

Como referido anteriormente, a fluorescéncia detectada pode ser considerada como um
indicador da concentragdo de espécies metanogénicas. Contudo vérios problemas se levantam:

- A andlise do co-factor Fiy intracelular é dificil de implementar como um método de
rotina devido a sua complexidade e a falta da molécula de Fio comercialmente.

- Sabendo-se que cada espécie metanogénica possui uma concentracao diferente desse co-
factor, a fluorescéncia emitida serd diferente de espécie para espécie, estando também dependente
das proprias condi¢des ambientais (Alves et al., 1995). Logo, quando estudado o conjunto das
espécies metanogénicas, o valor da fluorescéncia observado depende ndo somente do nimero das
mesmas, mas também das espécies presentes e ndo podera ser relacionado directamente com o
ndimero de bactérias total.

- As diferentes espécies de bactérias metanogénicas possuem formas e tamanhos
diferentes, o que, conjugado com o facto de poderem surgir em aglomerados (flocos), dificulta a
determinagdo do namero total de bactérias.

- A existéncia de lise de células bacterianas provoca a libertagdo do co-factor Fix e o fundo
torna-se assim, ele préprio, fluorescente, o que implica uma maior dificuldade de reconhecimento
das células.

- Regra geral, as espécies hidrogenotroéficas apresentam maiores indices do co-factor Fan
do que as espécies acetoclasticas (e menor producgdo de metano), o que impossibilita a correlacao

directa entre o valor da fluorescéncia e a actividade metanogénica total (Alves et al., 1995). Os
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valores da concentracdo do co-factor Fug, para algumas espécies metanogénicas encontram-se de

seguida tabelados.

Tabela 6.I - Teores de Fyo em diversas espécies de bactérias metanogénicas (Reynolds, 1986; Dolfing e
Mulder, 1985).

Espécie Fi20 (nmol/gSSV)
Hidrogenotréficas Methanobacterium formicicum 1200
Methanobacterium bryantii 1400
Methanobrevibacter ruminantium 40
Methanobacterium arboriphilus 1800
Methanogenium marisnigri 700
Methanospirillum hungatei 1900
Acetoclasticas Methanosarcina acetivorans 27
Methanosaeta soenghenii 330

No entanto, o valor da intensidade de fluorescéncia global podera ser usado para estimar a
actividade metanogénica global uma vez que, num plano global, quanto melhor adaptado ao
substrato um consoércio anaerdébio se apresenta, maiores sdo os seus indices do co-factor Fix e
maior a sua producdo em metano. Do mesmo modo, o ntimero total de bactérias metanogénicas
presentes podera ser também utilizado, de um modo genérico, para prever a actividade

metanogénica.

Nao existem muitos trabalhos publicados, na literatura, sobre o estudo e quantificacdo da
fluorescéncia de microrganismos através da analise de imagem. Destes destacam-se os de Owens
et al. (1992) sobre a monitorizagdo da fluorescéncia de NAD(P)H e Fi num digestor anaerébio,
Heldal et al. (1994) sobre microrganismos presentes em amostras de dgua, de Raynal ef al. (1994)
sobre Saccharomyces cerevisiae e de Dodemma et al. (1978), Mink et al. (1977) e de Robinson et al.

(1984) sobre bactérias metanogénicas e de Bitton et al. (1993) sobre bactérias.

As imagens foram adquiridas por fotografia, em microscépio de epi-fluorescéncia, e
posteriormente digitalizadas, através de um digitalizador de mesa, para um formato jpeg de 24 bits

(true color). Alguns exemplos de imagens recolhidas encontram-se na figura seguinte:
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Figura 6.3 - Exemplos de imagens recolhidas no decurso deste trabalho.
Uma pequena explicagdo do funcionamento do programa encontra-se referida de seguida.

Para uma apreciacdo mais completa do mesmo, este encontra-se mais detalhado numa seccao

posterior.

O programa (Fluor_v4), desenvolvido em Matlab (The MathWorks, Inc), 1é os formatos jpeg,
tiff e bmp e divide a imagem nos seus 3 canais (vermelho, verde e azul). Os canais azul e verde
apresentam uma maior distingdo entre o fundo escuro e as células fluorescentes. A partir da
combinagdo das imagens do canal azul e verde (0,286 x Verde + 0,714 x Azul), normalizada,
procede-se a todo o tratamento:

- Primeiro é aplicado um limite de intensidade de cor, para a identificagdo das bactérias
fluorescentes mais brilhantes. O limite escolhido foi de 0,7 e é criada uma imagem bindria
contendo apenas os pixeis com valor superior a esse limite.

- Seguidamente, e com o intuito de identificar as bactérias com valores de fluorescéncia
inferiores a 0,7, efectuaram-se os seguintes passos: o fundo da imagem proveniente da combinagao
dos dois canais é removido, através da computacdo da imagem do fundo e subtraccao a original. A
imagem resultante contém as bactérias menos fluorescentes (inicialmente no fundo muito mais
escuro) muito bem definidas.

- Assim, a partir desta tltima imagem e com a imagem das bactérias mais fluorescentes é
possivel identificar todas as bactérias fluorescentes. Isto é conseguido através da escolha das
bactérias menos fluorescentes na tltima imagem (por imposicdo de um limite de escolha de 0,3) e
apagando, da imagem original, tudo o resto que nao esteja presente na imagem das bactérias mais
fluorescentes. Consegue-se, deste modo, retirar apenas o fundo a imagem original.

- Seguidamente, procede-se a uma fase de limpeza da imagem, na qual as bactérias
presentes na fronteira da imagem sao identificadas e retiradas bem como todos os pixeis isolados,
restando deste modo, apenas as bactérias fluorescentes. Com este passo conclui-se a fase de
processamento de imagem.

- A parte de anélise de imagem propriamente dita é realizada de seguida, efectuando-se o
céalculo de: indice de fluorescéncia, calculado através da razao entre a soma dos valores de todos os
pixeis da bactéria e a area total da mesma; fluorescéncia do fundo, calculada através da média da
imagem do fundo; ntimero total de bactérias fluorescentes, que é o nimero total dos objectos
(bactérias fluorescentes). A partir deste ultimo pardmetro foi calculado o ntimero de bactérias
fluorescentes por floco como sendo o nimero total de bactérias de cada amostragem pelo nimero

total de flocos da amostragem.

Os resultados obtidos sdo, seguidamente, guardados em ficheiros de texto (.txt).
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6.3 Programa

As imagens foram adquiridas por fotografia, com uma ampliagdo do microscépio de epi-
fluorescéncia de 400 vezes, em rolo de fotossensibilidade ISO 800 (Kodak) e reveladas exactamente
do mesmo modo para todas as imagens. Foram depois digitalizadas, com os mesmos paradmetros
para todas as imagens, para um formato de 24 bits. Para poupar espago em disco foram

convertidas em formato jpeg.

O programa Fluor_v4 foi desenvolvido para correr em ambiente Matlab 5.1. A descricao do
mesmo concentra-se nas operagoes ou sequéncia de operagdes realizadas sobre as imagens de um
modo mais geral e compreensivel. Nado sdo, por isso, referenciadas todas as pequenas instrucoes
internas do programa. As fungdes préoprias do Matlab encontram-se melhor explicitadas no

Apéndice E.

O programa, 1é os formatos jpeg (24 bits), tiff (24 bits) e bmp (24 bits) e divide as imagens de
24 bits nos seus 3 canais (vermelho, verde e azul). Os canais azul e verde, no caso presente de
consorcios anaerdbios auto-fluorescendo sob luz de 420 nm e emitindo a 472 nm, apresentam uma
maior distin¢do entre o fundo escuro e as bactérias fluorescentes. Deste modo, todo o tratamento
posterior foi efectuado a partir da soma ponderada das imagens do canal azul e verde:

1. Aquisicao e soma das imagens do canal azul e verde pela seguinte equagéo:

0,286 x Canal Verde + 0,714 x Canal Azul. (9.1)

Estes valores foram obtidos a partir da distdncia relativa do comprimento de onda da
radiacdo emitida (472 nm) e dos comprimentos de onda do méaximo de azul (442 nm) e do maximo
de verde (547 nm). Uma representacdo das curvas de cada uma das cores da representacdo RGB

encontra-se na figura seguinte:
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Figura 6.4 - Representacdo das cores da representacdo RGB com o comprimento de onda (Russ, 1991).

A imagem inicial, em formato jpeg de 24 bits é a seguinte:

Figura 6.5 - Imagem inicial de 24 bits.

Os valores da imagem resultante sdo normalizados, situando-se os seus valores entre 0 e 1.
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Figura 6.6 - Imagem resultante da aquisicao e soma ponderada das imagens dos canais azul e verde (ponto 1)

2. Primeiro é aplicado um limite de intensidade de cor, para a identificacdo das bactérias
fluorescentes mais brilhantes. O limite escolhido foi de 0,7.

3. Criacdo de uma mascara ndo bindria, contendo apenas os pixeis com valor superior ao
limite referido, na escala normalizada, correspondendo as bactérias mais fluorescentes. Assim,
apenas as bactérias reconhecidas por este método, retém o valor inicial da imagem resultante do

ponto 1, e o resto adquire o valor 0.

Seguidamente, é necessario identificar as bactérias com valores de fluorescéncia inferiores
ao limite do ponto 2. Estas bactérias encontram-se num fundo consideravelmente menos
fluorescente que as anteriores e, este facto, permite o seu isolamento. Uma vez que, a diferenca
entre estas bactérias e o fundo é bastante elevada, se o fundo da imagem for retirado elas
sobressaem na imagem resultante. Com este intuito, efectuaram-se os seguintes passos:

4. Determinacdo da imagem do fundo através da utilizacdo do método de recolha do
minimo valor presente em cada quadrado de 8x8 pixeis e interpolagdo dos valores em falta pelo
método bictibico (ponto 5).

5. Utilizacdo do método bictibico (The MathWorks, 1997) que calcula o valor de cada pixel
da nova matriz através de uma média pesada dos valores da caixa de 4x4 pixeis a volta do pixel
correspondente da matriz original. Este método, de determinagdo da imagem do fundo, pode ser
utilizado com sucesso neste caso, uma vez que o tamanho das bactérias e agregados, em pixeis e

para a ampliagdo usada, raramente ultrapassa este valor.
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6. Remocdo do fundo da imagem resultante do ponto 1, através da subtrac¢do da imagem
do fundo. A imagem resultante contém as bactérias menos fluorescentes, inicialmente no fundo
muito mais escuro, muito bem definidas e as bactérias mais fluorescentes e agregados, no fundo

claro, menos definidas.

Figura 6.7 - Imagem resultante da remocao do fundo (ponto 6).

7. Escolha das bactérias menos fluorescentes da imagem resultante do ponto 1 por
imposicao de um limite de escolha de 0,3 na tltima imagem calculada.

8. Obtengdo de uma madscara ndo bindria em que apenas os pixeis com valores superiores
ao limite referido, isto é, as bactérias menos fluorescentes, possuem os valores iniciais, da imagem

resultante do ponto 1, e o resto valor 0.

A partir desta tltima mascara e com a mascara das bactérias mais fluorescentes é possivel
identificar todas as bactérias fluorescentes. Isto é conseguido através do passo seguinte:

9. Obtencao de uma mascara ndo bindria que contém todas as bactérias fluorescentes, o
que é atingido através da escolha dos pixeis de valor ndo nulo, de ambas as mdscaras

anteriormente calculadas, representando assim as bactérias mais e menos fluorescentes.

Seguidamente, é aplicada uma fase de limpeza da tltima mascara obtida, que consiste em

quatro passos fundamentais:
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10. Obtengdo de uma imagem bindria para o reconhecimento dos objectos, uma vez que a
funcao utilizada s6 suporta imagens bindarias. Esta imagem ¢é obtida pela substituigdo dos valores
dos pixeis ndo nulos, presentes na tltima mdscara, pelo valor 1.

11. Remocao de pixeis dispersos na imagem bindria (ruido), através da funcdo do Matlab:
bwmorph(‘clean’).

12. De seguida, os objectos na fronteira da imagem bindria sdo retirados pela remocao de
todos os pixeis de valor igual aos pixeis presentes na fronteira da imagem.

13. Obtencdo da mascara final ndo bindria por utilizacao da imagem resultante do ponto 12

como mascara para retirar as sujidades e objectos na fronteira, da mascara nao binaria do ponto 9.

Figura 6.8 - Imagem da mascara final ndo binaria (ponto 13).

Segue-se a fase de reconhecimento e isolamento dos objectos (bactérias fluorescentes):

14. Para o reconhecimento de cada objecto é utilizada uma operacdo prépria do Matlab,
bwlabel, que efectua uma identificagdo numérica dos objectos na imagem resultante do ponto 12.
Isto é, identifica cada objecto pela substitui¢do dos valores dum conjunto de pixeis ligados por um
valor inteiro diferente de objecto para objecto.

15. Isolamento dos objectos, da imagem resultante do ponto 13 através da funcao prépria
do Matlab: imcrop.

16. Escolha dos objectos com tamanho igual ou superior a 3x3 pixeis.
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Pode-se considerar, a partir deste momento, que a fase de processamento da imagem
terminou. Para a determinagdo dos parametros desejados, é necessario proceder a fase de andlise
de imagem no seu sentido mais restrito.

Os parametros calculados no decurso deste estudo foram os seguintes: Indice de
Fluorescéncia, Fluorescéncia de Fundo e Numero de Bactérias Fluorescentes. O modo como sao
calculados encontra-se descrito de seguida:

17. Determinacdo prévia da area de cada objecto (bactéria) através da contagem do namero
de pixeis ndo nulos.

18. Indice de Fluorescéncia: é a média dos valores da intensidade normalizada, na imagem
resultante do ponto 13, de cada bactéria. E calculado como o racio entre a soma de todos os valores
dos pixeis pertencentes a cada bactéria fluorescente e a area da mesma. Este cdlculo é efectuado
utilizando a imagem final do processamento de imagem.

19. Fluorescéncia de Fundo: é a média dos valores de todos os pixeis da imagem do fundo,
resultante do ponto 5.

20. Ntmero Total de Bactérias Fluorescentes: obtido através da contagem do ntmero de

objectos (bactérias).

Por dltimo, os resultados sdo guardados em ficheiros texto (.txt), escolhidos pelo

utilizador, através de uma fungdo prépria do Matlab.

Um organigrama do programa encontra-se na figura seguinte:
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1. Imagem normalizada de

0,286 x Verde + 0,714 x Azul
|
v v
2. Limite de detecgdo 4. Minimo valor em cada
de cor de 0,7 caixa de 8x8 pixeis
3. Mascara dos pixeis 5. Interpolagéo pelo
superiores ao limite método bictibico
[
v

cor de 0,3

6. Subtracgdo
7. Limite de detecgdo de

8. Méscara dos pixeis
superiores ao limite

v

9. Mascara de todos os pixeis ndo nulos

v

10. Binarizagao
11. bwmorph(‘clean’)
12. Eliminac¢ao dos objectos na fronteira

v

13. Méscara ndo binaria
14. bwlabel
15. imcrop
16. Escolha dos objectos com um minimo
de3x3 pixeis
17. Numero de pixeis ndo nulos (Area)
18. Média dos valores dos pixeis de cada
objecto (Indice de Fluorescéncia)

19. Média dos valores dos pixeis da
imagem do fundo (Fluorescéncia de Fundo)
20. Contagem do numero de objectos
(Numero Total das bactérias)

Figura 6.9 - Organigrama do programa Fluor_v4.
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6.4 Resultados e Discussao

Os resultados mais importantes, nomeadamente as actividades e os pardmetros de
fluorescéncia determinados, encontram-se descritos de seguida. As perturbacdes (suspensdo de
alimentacdo e suspensdo de alimentagdo + entrada de ar) sucederam aos 7 e 28 dias
respectivamente. Estas perturbagdes tiveram a duragdo média de 3 dias.

Para a determinagdo dos pardmetros de fluorescéncia foram retiradas cerca de 35

fotografias por amostra.

A evolugdo das actividades metanogénicas especificas em acetato e H>/CO; e dos sélidos

voléteis, ao longo do tempo, encontra-se tabelada de seguida.

Tabela 6.1 - Valores da actividade em acetato, hidrogenofilica e dos sélidos suspensos volateis, ao longo do

tempo.

Dia Act. esp. Acetato Act. esp. Hidrogenofilica SV
mICH4@PTN/gSV.dia mlICH4@PTN/gSV.dia (g/1)

Indculo - - 2,03
0 0 0 2,76
4 - - 3,14

7 3,855 175,3 3,73
11 1,004 1374 2,933
14 - - 2,933
17 - - 2,667
21 0 127,1 1,653
22 - - 2,073
24 - - 2,820
28 3,433 3574 3,227
32 16,627 397,3 0,960
35 7,725 202,2 0,800
39 - - 1,033
42 47,912 203,4 0,567
46 - - 1,367
49 82,275 406,0 0,860
53 - - 0,793

As representagdes graficas dos valores da tultima tabela encontram-se na Figura 6.10,

Figura 6.11, Figura 6.12, Figura 6.13 e Figura 6.14.
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Figura 6.10 - Evolucao dos sélidos volateis ao longo do tempo.

A representacdo gréfica da evolucdo dos solidos volateis ao longo do tempo, permite
evidenciar o decréscimo da matéria organica (devida aos microrganismos) em funcdo das
perturbacdes verificadas no digestor. Assim, ao aumento inicial dos sélidos volateis devido ao
crescimento do consércio metanogénico, existe uma quebra brusca depois da primeira perturbacao
(ruptura da alimentagdo), a partir dos 7 dias. Apdés um novo periodo de crescimento, com
alimentacdo, da-se uma nova quebra com a segunda perturbacdo (ruptura de alimentagdo e
entrada de ar). Isto acontece a partir dos 28 dias. A partir desse momento o valor dos sélidos
volateis manteve-se aproximadamente constante, evidenciando o ndo crescimento dos

microrganismos.

Act. Acetato
(ml CH4 @PTN/gVS.dia)
(€)1
@

G T TY T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (dias)

Figura 6.11 - Evolucao da actividade acetoclastica especifica ao longo do tempo.
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Figura 6.12 - Evolucao da actividade acetoclastica total ao longo do tempo.

Analisando a Figura 6.11 pode-se concluir que a actividade acetoclastica especifica subiu
ao longo do tempo, de um modo exponencial. Apresenta, no entanto uma quebra ligeira a seguir
ao dia 7 e uma outra, um pouco mais acentuada, a seguir ao dia 32. Verifica-se que os valores da
actividade acetocléstica baixaram imediatamente apés a primeira perturbagao e pouco depois da
segunda perturbacdo. A actividade acetocldastica total (Figura 6.12) segue a mesma tendéncia que a

especifica, embora de uma forma néo tao pronunciada.
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Figura 6.13 - Evolucao da actividade hidrogenofilica especifica ao longo do tempo.
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Figura 6.14 - Evolugéo da actividade hidrogenofilica total ao longo do tempo.

Analisando a Figura 6.13 pode-se concluir que a actividade hidrogenofilica especifica
subiu, de um modo geral, ao longo do tempo, apresentando uma quebra ligeira a seguir ao dia 7 e
uma outra mais acentuada a seguir ao dia 32. Mais uma vez se verifica que os valores da
actividade hidrogenofilica baixaram imediatamente apds a primeira perturbagdo e pouco depois
da segunda perturbagdo. A actividade hidrogenofilica total (Figura 6.14) segue a mesma tendéncia

que a especifica, embora com um tempo de reaccdo imediato a segunda perturbagao.

A evolucao da concentragdo dos acidos a entrada e a saida, ao longo do tempo, encontra-se

tabelada de seguida.
Tabela 6.1I1I - Valores das concentragdes dos acidos acético, propidénico e butirico a entrada e a saida, ao longo
do tempo.
Dia Ac. Acético (mg/1) Ac. Propiénico (mgy/1) Ac. Butirico (mg/1)
Entrada Saida Entrada Saida Entrada Saida
0 -- 111,3 -- 79,7 -- 18,8
4 704,9 31,4 902,2 0 1022,9 0
7 703,5 38,3 922,7 0 1129,0 0
11 633,4 -- 798,2 0 943,3 0
14 697,8 31,8 846,9 50,5 1034,4 0
17 767,1 -- 944,7 -- 1176,6 0
21 965,7 21,4 1181,0 -- 1454,2 0
24 893,4 50,8 1094,5 68,2 1353,0 0
28 4814 203,2 597,8 103,5 742,2 9,5
32 1133,4 0 1461,3 50,1 1846,9 0
35 772,6 15,2 951,3 43,2 1154,4 0
39 658,2 21,9 881,4 57,8 1049,6 0
42 946,3 -- 1165,7 61,8 1461,9 0
46 881,4 61,3 1118,4 59,8 1386,7 10,0
49 753,9 -- 1010,6 -- 1226,2 0
53 693,1 26,2 876,1 44,4 -- 0
56 688,4 14,7 876,7 43,6 1046,5 0

139



6. Determinacao Quantitativa de Fluorescéncia num Digestor Anaerébio Perturbado

A representacdo gréfica das conversdes dos acidos, ao longo do tempo, encontra-se nas

Figura 6.15.
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Figura 6.15 - Evolucdo da conversdo dos acidos ao longo do tempo.

Analisando as figuras obtidas pode-se concluir que a conversdo dos 4cidos gordos voléateis
foi praticamente total, a excepcao de quando o sistema foi perturbado com a entrada de ar. Neste
caso verificou-se um decréscimo da conversdo para todos os dcidos sendo, no entanto mais notério

para os acidos acético e propidénico.

Os valores do nimero total de bactérias fluorescentes por floco, indice de fluorescéncia e

fluorescéncia do fundo, ao longo do tempo, encontram-se na Tabela 6.IV.

Tabela 6.IV - Valores da area total de bactérias fluorescentes/floco, indice de fluorescéncia e fluorescéncia do
fundo, ao longo do tempo.

Dia N° Total de Bactérias Indice de Fluorescéncia
Fluorescentes / Floco Fluorescéncia do Fundo
11 9,3 0,6412 0,1145
14 11,1 0,6690 0,1284
17 12,0 0,6453 0,1098
21 14,2 0,6405 0,1132
28 6,1 0,6389 0,1093
32 11,3 0,6364 0,0985
35 8,1 0,6326 0,0988
42 9,8 0,6042 0,0566
49 6,7 0,6479 0,0939
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A representacdo grafica destes valores encontra-se na Figura 6.16, Figura 6.17 e Figura

6.18:
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Figura 6.16 - Evolucao do ntimero de bactérias fluorescentes / floco ao longo do tempo.
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Figura 6.17 - Evolucao do indice de fluorescéncia ao longo do tempo.
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Figura 6.18 - Evolucao da fluorescéncia do fundo ao longo do tempo.

A evolugdo dos parametros tradicionais de monitorizacao (actividades e sélidos volateis),
ao longo do tempo, encontra-se representada de seguida em comparagdo com o ntmero total de

bactérias por floco. Os valores encontram-se normalizados, para uma melhor comparagao.
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o 0.
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>

0

0 10 20 30 40 50 60

Tempo (dias)

Figura 6.19 - Evolucado dos diversos pardmetros ao longo do tempo.

A partir dos valores obtidos ndo se pode estabelecer uma relagdo entre o ntimero de
bactérias por floco e parametros tradicionais de monitorizagdo, variando os primeiros de um modo

independente dos restantes.

Os parametros actividade hidrogrnofilica total e solidos volateis, mostraram-se

correlacionaveis do modo representado pela Figura 6.20.
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Figura 6.20 - Correlacdo entre a actividade hidrgenofilica total e a concentragdo de sélidos volateis.

Analisando a Figura 6.20 pode-se concluir que a actividade hidrogenofilica total aumenta
com o aumento da concentragdo dos sélidos volateis, sendo a linha de tendéncia aproximadamente

de uma forma exponencial.

Apenas para o pardmetro obtido através da analise de imagem, fluorescéncia de fundo, foi
possivel estabelecer uma relagdo com um dos pardmetros tradicionais de monitorizagdo,

nomeadamente os s6lidos volateis. Essa relacdo esta exposta na figura seguinte:

Fluorescéncia do fundo

o
i
.

0 T T T T T
004 005 0.06 007 008 0.09 0.1 011 012 013

SV (g/1)

Figura 6.21 - Correlacao entre a fluorescéncia do fundo e a concentragdo de sélidos volateis.

Analisando a Figura 6.21 pode-se concluir que a fluorescéncia do fundo aumenta,
conforme seria de esperar com o aumento da concentragdo dos sélidos volateis, sendo a linha de

tendéncia, mais uma vez, aproximadamente de uma forma exponencial.
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Os parametros Fluorescéncia do fundo e Indice de fluorescéncia, mostraram-se bem

correlacionaveis entre si, como se pode concluir da figura seguinte:

0.77
0.69
0.681
0.67 *
0.661
0.651 *

0.64 * ¥
0.631
0.62
0.611

A
.0 T

0.04 0.06 0.08 01 0.12 0.14 0.16

Indice de fluorescéncia

-

Fluorescéncia do fundo

Figura 6.22 - Representacio grafica dos parametros Indice de fluorescéncia e Fluorescéncia do fundo.

Analisando a Figura 6.22 pode-se retirar que o indice de fluorescéncia é directamente

proporcional a fluorescéncia de fundo.
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6.5 Conclusoes

As principais dificuldades encontradas neste trabalho foram as seguintes:

- Cada espécie metanogénica possui uma concentracao diferente do co-factor Fao, 0 que
implica que a fluorescéncia emitida sera diferente de espécie para espécie, estando também
dependente das préprias condi¢des ambientais.

- As diferentes espécies de bactérias metanogénicas possuem formas e tamanhos
diferentes, o que, conjugado com o facto de poderem surgir em aglomerados (flocos), dificulta a
determinagdo do namero total de bactérias.

- A existéncia de lise de células bacterianas provoca a libertagdo do co-factor Fix e o fundo
torna-se assim, ele préprio fluorescente, o que implica uma maior dificuldade de reconhecimento
das células.

- As espécies hidrogenotroéficas apresentam maiores indices do co-factor Fio do que as
espécies acetoclasticas (e menor producdo de metano), o que impossibilita a correlacdo directa

entre o valor da fluorescéncia e a actividade metanogénica total.

As principais conclusdes que podem ser retiradas deste trabalho sdo as seguintes:

- As bactérias anaerébias presentes no digestor mostraram-se bastante sensiveis as
perturbacdes verificadas. Verificou-se, deste modo, um decréscimo pronunciado apds qualquer
uma das perturbacdes. No caso da primeira perturbagdo, com a ruptura da alimentagdo, o nimero
das mesmas diminui significativamente, numa primeira fase voltando depois a aumentar, passado
cerca de 14 dias. No caso da segunda perturbacao, que envolveu também entrada de ar no sistema,
o consorcio de bactérias ndo chegou a recuperar.

- As actividades metanogénicas especificas (em acetato e H»/CO;) mostraram uma
tendéncia crescente ao longo do tempo, mais acentuada no caso da acetoclastica. Com efeito, esta
mostrou-se menos sensivel as perturbagdes efectuadas no sistema, com menores quedas do que a
actividade hidrogenofilica. Este facto ndo era teoricamente previsivel, uma vez que as bactérias
acetoclasticas (Methanosaeta e Methanosarcina), responséaveis pela producdo de metano a partir do
acetato, sdo as que possuem uma menor resisténcia a condi¢des adversas.

- A evolucdo da actividade hidrogenofilica total mostrou-se melhor correlacionavel com a
evolucdo da concentracdo de sélidos volateis do que a actividade acetocléstica total, assumindo

uma linha de tendéncia aproximadamente exponencial.
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- A conversao dos acidos gordos volateis foi praticamente total, a excepgdo de quando o
sistema foi perturbado com a entrada de ar, em que houve um decréscimo da conversdo para todos
os acidos, mais notério para os acidos acético e propidnico.

- Os parametros indice de fluorescéncia, fluorescéncia do fundo e ndmero de bactérias
fluorescentes por floco, ndo se mostraram relacionaveis com os pardmetros acima mencionados a
excepgdo da fluorescéncia do fundo com os sélidos volateis.

- Tal como sugerido por Alves et al. (1995), o nimero de bactérias fluorescentes presentes
ndo se mostrou directamente correlaciondvel com as actividades calculadas, devido ndo s6 a
possiveis erros na identificagdo como principalmente ao facto de a concentracao do co-factor Faxo
ser diferente para diferentes espécies de bactérias metanogénicas.

- A fluorescéncia do fundo e a concentracdo de soélidos volateis mostraram-se
correlacionaveis, assumindo a linha de tendéncia uma forma aproximadamente exponencial. Este
facto pode ser explicado devido a libertacdo do co-factor Fao, por lise das bactérias, o que vai
implicar uma elevada concentragdo deste nos flocos (sélidos volateis). Outra explicagdo pode ser o
facto de existirem bactérias desfocadas presentes nos flocos.

- A forma das curvas indice de fluorescéncia e fluorescéncia do fundo sdo muito parecidas
dado que se verificou que as bactérias presentes no interior dos flocos possufam uma intensidade

de fluorescéncia superior.
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Os simbolos e terminologias utilizados ao longo deste relatério encontram-se devidamente

explicitados a seguir:

n - Critério discriminatério da separabilidade de classes
o - Desvio padrdo.

¢ - Fase de uma fungao

¢ - Filtro linear

u - Valor médio

8(X) - Fronteira mais préxima do objecto X

62 - Varidncia total

o2 - Varidncia entre classes

o; - Probabilidade de ocorréncia

Axx - Diferenca entre centréides no eixo dos xx
Ayy - Diferenca entre centréides no eixo dos yy
.im5 - Extensdo de ficheiro de gravacao de Visilog
.m - Extensdo de ficheiro de programacao de Matlab
.mat - Extensdo de ficheiro de dados de Matlab
.txt - Extensao de ficheiro de texto

Ac. - Acido

ACP - Analise de Componentes Principais
ADN - Acido desoxirribonucleico

AGYV - Acidos gordos volateis

ARN - Acido ribonucleico

Atan - Tangente!

bmp - Windows Bitmap

C - Linguagem de programacao C

CBO - Caréncia bioquimica de oxigénio

CCAP - Culture Collection of Algae and Protozoa
CCD - Charge-Coupled Device

CMYK - Cyan, Magenta, Yellow and Black

Co; - Coordenada de i

Conf - Confianga de um valor

COOL - Linguagem de programacdo em Visilog
CPU - Central Processment Unit

CQO - Caréncia quimica de oxigénio

D - Dimensao fractal

DX - Dimensio fractal drea vs. perimetro

DY - Dimensao fractal estrutural area vs. didmetro de Feret

Dg'm - Dimenséo fractal estrutural massica modificada
Dsm - Dimensao fractal estrutural massica

Dgs - Dimensao fractal superficial

deq - Didmetro equivalente

dpi - dots per inch (pontos por polegada)

ds - Distancia da fronteira

E - Excentricidade

EDTA - Acido Etilenodiaminotetracético

ETAR - Estacao de tratamento de dguas residuais
F(u) - Fungao transformada de Fourier

f(x) - Funcao de x

F350 - Co-factor Fsso

Fi0 - Co-factor Faxo

FAP - Forma Area-Perimetro
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FC - factor de calibragéo

FF - Forma de Feret

frames - Imagens

gif - Compuserve Bitmap

HPLC - High Performance Liquid Chromatography
IBP - Indicador Biolégico de Poluigdo

jpeg — Joint Photographers Expert Group

L - Tamanho de caixa

max - Maximo

m;; - Momento de ordem i,j

MP - Percentagem de metano

mpeg - Moving Pictures Expert Group

n - Numero de amostras

NAD - Nicotinamida

NADP - Nicotinamida di-fosfato

PC - Computador pessoal

Pcrofton — Perimetro de Crofton

pi - Ntimero de pixeis no nivel i

pixel - picture element (elemento da imagem)
PPY - Peptone Proteose Yeast Extract Medium
PTN - Pressao e temperaturas normais (P=1 atm, T=0 °C)
PVC - Cloreto de polivinil

R - Correlacgao

RAM - Random Access Memory

RGB - Red, Green and Blue

SDH - Succinato desidrogenase

sp. — Espécie

SV - Solidos volateis

t - Parametro t de Student

tiff - Tagged Image File Format

Val(x) - Valor de x

Vc - Volume de biogés produzido durante o teste
Vh - Volume de gas inicialmente presente no frasco
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Apéndice A: Resultados Intermédios
Obtidos no Reconhecimento Semi-
Automatico de Protozoarios

Os resultados intermédios obtidos encontram-se representados nas tabelas seguintes.

Os valores dos parametros calculados pelo programa (Forma de Feret, Forma Area-

Perimetro, Excentricidade, Area e Comprimento), para cada elemento das espécies de protozoarios

estudadas encontram-se na Tabela 8.1.

Tabela 8.1 - Valores dos parametros calculados para cada imagem de protozoario.

Forma de Forma AP Excentrici- Area Comprimento
Feret dade (um?) (um)
Colpidium 1,07 1,33 0,04 858,06 40,02
Colpidium 1,04 1,72 0,03 1242,528 47,85
Colpidium 1,07 1,13 0,01 1521,66 47,85
Colpidium 1,31 1,09 0,04 1533,672 52,78
Colpidium 1,05 1,01 0,01 1659,336 48,14
V. convallaria ¢/ped 1,02 5,77 0,14 3505,152 127,02
V. convallaria ¢/ped 1,02 2,91 0,09 3842,748 124,99
V. convallaria c/ped 1,25 4,36 0,07 44121 110,2
V. convallaria ¢/ped 1,08 5,46 0,28 2260,02 141,81
V. convallaria ¢/ped 1,05 4,81 0,15 1696,716 110,49
V. convallaria 1,38 1,08 0,06 2622,06 69,89
V. convallaria 1,02 1,6 0,05 3040,212 78,3
V. convallaria 1,05 2,25 0,13 2054,808 100,92
V. convallaria 1 1,45 0,05 2665,992 81,49
V. convallaria 1,36 1,35 0,05 2909,172 75,4
V. convallaria 1 1,69 0,09 1650,348 68,44
V. convallaria 1,42 1,79 0,04 1787,52 64,67
V. convallaria 1,24 1,83 0,04 2677,668 71,05
V. convallaria 1,02 1,26 0,03 3099,012 73,08
V. convallaria 1,12 1,45 0,11 1887,48 68,44
V. convallaria 1,06 1,59 0,11 2708,496 83,23
V. convallaria 1,01 1,27 0,06 4208,148 93,67
V. convallaria 1,23 1,32 0,04 3197,544 78,88
Epistylis 1,02 1,52 0,11 1937,712 78,01
Epistylis 1,27 1,13 0,06 1787,268 59,16
Epistylis 1,29 1,4 0,05 1643,376 58
Epistylis 1,22 1,05 0,03 1808,604 57,42
Epistylis 1,03 1,7 0,06 2547,384 82,07
Epistylis 1,01 1,1 0,02 2687,16 62,93
Epistylis 1,22 1,67 0,04 2340,24 72,79
Epistylis 1,04 2,55 0,07 1366,68 67,57
Epistylis 1,18 1,09 0,04 1265,544 46,98
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Epistylis 1,05 1,63 0,04 1840,356 69,89
Epistylis 1,04 1,55 0,05 1414,056 52,49
Epistylis 1,01 1,02 0,01 3785,124 75,69
Epistylis 1,14 1,19 0,02 4052,244 80,04
Epistylis 1,02 2,2 0,04 3326,988 84,97
Epistylis 1,68 1,7 0,08 1439,256 63,51
Epistylis 1,28 1,16 0,05 3385,704 80,62
Epistylis 1,01 1,16 0,05 3207,036 80,33
Epistylis 1,05 1,09 0,03 2504,712 66,12
Epistylis 1,24 1,15 0,04 2681,616 71,92
Epistylis 1,02 1,22 0,03 2030,952 57,71
Euplotes 1,01 1,66 0,02 730,968 39,44
Euplotes 1,05 1,69 0,02 778,176 39,73
Euplotes 1,03 1,1 0 510,888 27,55
Euplotes 1,05 1,38 0,02 864,864 42,05
Euplotes 1,32 2,04 0,02 815,136 44,08
Euplotes 1,22 2,31 0,02 493,5 33,93
Euplotes 1,39 2,04 0,04 721,14 40,31
Euplotes 1,12 1,65 0 1021,272 42,63
Euplotes 1,26 1,16 0,03 984,144 42,05
Euplotes 1,11 1,07 0,02 603,876 29,29
Euplotes 1,01 2,23 0,04 638,736 40,6
Euplotes 1,16 1,66 0,02 787,332 37,7
Euplotes 1,16 1,27 0,02 808,08 35,96
Euplotes 1,08 1,1 0,04 763,308 37,41
Euplotes 1,02 1,08 0,01 731,304 31,9
Euplotes 1,1 2,34 0,05 758,184 44,08
Euplotes 1,37 1,98 0,03 868,308 42,92
Euplotes 1,25 1,4 0,03 950,964 41,76
Euplotes 1,84 2,45 0,07 1353,408 64,96
Euplotes 1,23 1,77 0,05 668,22 38,28
Euplotes 1,03 2,02 0,11 1236,48 60,03
Glaucoma 1,02 2,64 0,02 1870,26 56,84
Glaucoma 1,01 2,23 0,05 1573,908 58,58
Glaucoma 1,25 2,17 0,04 1535,352 57,42
Glaucoma 1,04 2,06 0,05 1956,948 69,6
Litonotus 1,55 1,79 0,2 1230,096 70,47
Litonotus 1,1 1,85 0,26 594,636 52,78
Litonotus 1,03 1,97 0,2 1462,356 77,72
Litonotus 1,09 1,62 0,18 829,248 54,81
Litonotus 1,23 1,88 0,18 1221,696 65,83
V. microstoma c/ped 1,04 1,9 0,06 963,06 56,26
V. microstoma c/ped 1,4 2,06 0,05 1105,44 57,42
V. microstoma c/ped 1,05 5,42 0,34 507,528 75,69
V. microstoma c/ped 1,01 10,61 0,58 511,728 75,98
V. microstoma c/ped 1,16 2,02 0,07 925,176 50,46
V. microstoma c/ped 1,79 2,86 0,13 1587,18 87,87
V. microstoma c/ped 1,06 2,35 0,11 1231,776 73,66
V. microstoma c/ped 1,45 2 0,07 1092,504 55,39
V. microstoma c/ped 1,02 3,58 0,18 1058,484 80,04
V. microstoma c/ped 1,08 1,95 0,02 640,836 34,22
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V. microstoma c/ped 1,01 1,82 0,09 760,116 50,46
V. microstoma c/ped 1,61 3,87 0,2 793,296 78,01
V. microstoma c/ped 1,06 3,04 0,1 883,764 60,03
V. microstoma c/ped 1,02 2,79 0,11 592,536 49,59
V. microstoma c/ped 1,32 2,67 0,15 804,552 60,61
V. microstoma c/ped 1,02 2,86 0,16 747,852 57,71
V. microstoma c/ped 1,08 6,05 0,51 904,428 104,11
V. microstoma 1,23 1,1 0,04 469,14 29,58
V. microstoma 1,22 1,05 0,03 865,2 37,41
V. microstoma 1,39 1,64 0,08 798,084 47,85
V. microstoma 1,09 1,04 0,01 1245,972 41,76
V. microstoma 1,25 1,5 0,04 947,1 41,47
V. microstoma 1,51 1,9 0,06 1190,028 58,58
V. microstoma 1,03 1,47 0,04 735,252 37,99
V. microstoma 1,26 1,46 0,04 1559,292 55,39
V. microstoma 1,17 1,35 0,01 981,204 42,34
V. microstoma 1,02 1,45 0,05 1083,096 50,17
Opercularia 1,04 0,97 0,05 3335,052 77,72
Opercularia 1,09 1,19 0,03 3150,84 76,85
Opercularia 1,01 1,01 0,04 3117,156 72,5
Opercularia 1,12 1,45 0,05 3388,14 75,69
Opercularia 1,08 1,12 0,03 3508,428 74,82
Opercularia 1,02 1,44 0,08 4892,16 100,34
Opercularia 1,34 1,61 0,06 3684,324 90,77
Opercularia 1,33 1,26 0,07 4997,244 105,85
Opercularia 1,02 1,16 0,07 5785,08 110,2
Prorodon 1,05 1,41 0,01 1866,312 51,62
Prorodon 1,03 1,1 0,03 2488,668 62,06
Prorodon 1,15 1,54 0,03 2134,692 62,93
Prorodon 1,04 2,05 0,02 1470,672 53,94
Prorodon 1,05 1,11 0,01 1918,98 51,91
Prorodon 1,03 1,73 0,01 1528,968 46,98
Prorodon 1,09 1,08 0,02 1523,256 46,98
Prorodon 1,01 1,11 0,02 1416,996 45,82
Prorodon 1,05 1,24 0,01 3794,868 73,95
Tetrahymena 1,36 1,21 0,04 475,776 30,45
Tetrahymena 1,6 1,14 0,08 517,272 33,35
Tetrahymena 1,06 1,28 0,05 370,44 26,68
Tetrahymena 1,03 1,23 0,08 475,44 34,51
Tetrahymena 1,35 1,22 0,04 306,6 24,65
Tetrahymena 1,24 1,24 0,05 515,004 32,77
Tetrahymena 1,04 1,14 0,04 358,092 24,65
Tetrahymena 1,03 1,13 0,07 386,4 27,55
Tetrahymena 1,42 1,1 0,06 347,424 25,52
Trachelophyllum 1,03 2,26 0,21 775,32 54,81
Trachelophyllum 1,49 1,59 0,17 460,236 38,57
Trachelophyllum 1,65 1,49 0,16 324,408 33,93
Trachelophyllum 1,41 1,94 0,26 455,448 45,53
Trachelophyllum 1,48 2,31 0,23 643,188 53,36
Trachelophyllum 1,03 1,72 0,22 476,616 42,92
Trachelophyllum 1,31 1,62 0,2 441,672 40,02
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Trachelophyllum 1,71 2,25 0,28 386,988 42,63
Zoothamnium c/ped 1,07 3,93 0,08 2025,492 90,77
Zoothamnium c/ped 1,59 2,95 0,08 1488,564 79,75
Zoothamnium c/ped 1,04 3,99 0,21 2924,628 120,93
Zoothamnium c/ped 1,17 4,99 0,09 3217,872 132,24
Zoothamnium c/ped 1,41 4,27 0,06 3969,924 126,73

Zoothamnium 1,02 1,23 0,02 2578,464 64,96
Zoothamnium 1,06 1,51 0,04 3150,504 77,72
Zoothamnium 1,21 1,44 0,02 2793,42 67,86
Zoothamnium 1,34 1,98 0,06 2517,06 78,3
Zoothamnium 1,05 1,38 0,05 2558,22 71,92

Os valores de cada elemento das espécies de protozodrios no eixo 1, 2 e 3 encontram-se

tabelados na Tabela 8.1II.

Tabela 8.11 - Valores dos eixos 1, 2 e 3 calculados para cada imagem de protozodrio.

Eixo 1 Eixo 2 Eixo 3

Colpidium -1,2317 -0,1908 -0,7448
Colpidium -0,7913 0,1281 -0,7947
Colpidium -1,0991 0,5157 -0,5001
Colpidium -0,9235 0,0081 0,7309
Colpidium -1,1002 0,6644 -0,5587

V. convallaria ¢/ped 4,2649 0,6822 -0,4142
V. convallaria ¢/ped 2,7418 1,9413 0,0115
V. convallaria ¢/ped 2,9954 1,3787 1,0342
V. convallaria ¢/ped 4,8650 -0,6602 -0,3527
V. convallaria ¢/ped 2,9475 -0,3853 -0,6473
V. convallaria -0,1144 0,6045 1,4120

V. convallaria 0,5362 1,4818 -0,3156

V. convallaria 1,5363 0,5244 -0,3406

V. convallaria 0,4508 1,3918 -0,4494

V. convallaria 0,1821 0,8550 1,3894

V. convallaria 0,1597 0,3499 -0,8185

V. convallaria -0,2775 -0,0794 1,3514

V. convallaria 0,2196 0,7997 0,6579

V. convallaria 0,1608 1,6592 -0,2849

V. convallaria 0,1767 0,2245 -0,1568

V. convallaria 0,8650 0,9413 -0,2017

V. convallaria 1,1560 2,3862 0,0084

V. convallaria 0,3336 1,3531 0,8272
Epistylis 0,5015 0,5314 -0,5886
Epistylis -0,5527 0,1731 0,6015
Epistylis -0,5599 0,0265 0,6457
Epistylis -0,7665 0,4478 0,3790
Epistylis 0,5874 1,1525 -0,3547
Epistylis -0,3314 1,4169 -0,4662
Epistylis 0,1036 0,7139 0,5214
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Epistylis 0,3285 -0,0117 | -0,7542
Epistylis -1,0943 0,0060 -0,0260
Epistylis -0,0621 0,7011 -0,4573
Epistylis -0,5981 0,2145 -0,7270
Epistylis 0,2073 2,2788 -0,1325
Epistylis 04717 2,1544 0,5834
Epistylis 1,0041 1,6204 -0,2652
Epistylis -0,3332 -0,9477 2,5613
Epistylis 0,3910 1,3806 1,1389
Epistylis 0,4375 1,7422 -0,2683
Epistylis -0,2694 1,2322 -0,2840
Epistylis -0,0670 1,0042 0,7421
Epistylis -0,5426 0,8723 -0,6088
Euplotes -1,2146 -0,1404 -1,0951
Euplotes -1,1958 -0,1876 -0,8840
Euplotes -1,9434 -0,1791 -1,0442
Euplotes -1,2543 -0,0217 -0,8141
Euplotes -1,0207 -0,6728 0,4871
Euplotes -1,2044 -0,8895 -0,1920
Euplotes -1,0627 -1,0136 0,7738
Euplotes -1,2059 -0,0050 -0,4333
Euplotes -1,3488 -0,3142 0,2892
Euplotes -1,8121 -0,3519 -0,6242
Euplotes -0,8459 -0,4546 -1,1895
Euplotes -1,3002 -0,3903 -0,3363
Euplotes -1,5156 -0,2923 -0,3016
Euplotes -1,4323 -0,2308 -0,7069
Euplotes -1,7247 -0,0351 -1,0263
Euplotes -0,6566 -0,5870 -0,7055
Euplotes -1,0285 -0,7868 0,7386
Euplotes -1,2523 -0,3867 0,2026
Euplotes -0,0940 -1,4032 3,2931
Euplotes -1,1369 -0,7777 -0,0439
Euplotes 0,0772 -0,2542 -0,8705
Glaucoma -0,0162 0,4320 -0,7968
Glaucoma -0,0793 0,2448 -0,8777
Glaucoma -0,2919 -0,1294 0,3407
Glaucoma 0,2158 0,5997 -0,5462
Litonotus 0,5098 -1,4828 1,7785
Litonotus 0,4058 -1,6667 -0,8350
Litonotus 1,0388 -0,4126 -0,7785
Litonotus -0,0023 -0,9547 -0,7144
Litonotus 0,4490 -0,9046 0,1285
V. microstoma c/ped -0,4175 -0,1444 -0,8368
V. microstoma c/ped -0,4671 -0,6556 1,0190
V. microstoma c/ped 3,0247 -2,8010 -1,4160
V. microstoma c/ped 6,6825 -5,6000 -2,4519
V. microstoma c/ped -0,5123 -0,5415 -0,3040
V. microstoma c/ped 1,0706 -1,3541 3,1526
V. microstoma c/ped 0,5568 -0,2212 -0,6517
V. microstoma c/ped -0,4623 -0,8770 1,2404
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V. microstoma c/ped 1,6146 -0,9233 -1,0517
V. microstoma c/ped -1,2658 -0,4614 -0,8305
V. microstoma c/ped -0,4859 -0,4372 -1,0958
V. microstoma c/ped 1,5004 -2,3136 1,8203
V. microstoma c/ped 0,3781 -0,7295 -0,8924
V. microstoma c/ped -0,0111 -0,9496 -1,2151
V. microstoma c/ped 0,3670 -1,4054 0,4051
V. microstoma c/ped 0,5331 -1,0710 -1,1822
V. microstoma c/ped 5,0256 -3,4377 -1,2160
V. microstoma -1,7691 -0,7564 -0,0639

V. microstoma -1,5334 -0,3420 0,0396

V. microstoma -0,8219 -0,9954 0,8502

V. microstoma -1,3780 0,2725 -0,4896

V. microstoma -1,1622 -0,4798 0,1779

V. microstoma -0,4764 -0,7968 1,6102

V. microstoma -1,2380 -0,2565 -1,0033

V. microstoma -0,6631 0,0391 0,4606

V. microstoma -1,3272 -0,0922 -0,1663

V. microstoma -0,7869 0,0619 -0,9002
Opercularia 0,3098 1,7807 -0,0895
Opercularia 0,2112 1,6369 0,1173
Opercularia 0,0944 1,6899 -0,3188
Opercularia 0,4614 1,5111 0,2571
Opercularia 0,2324 1,8463 0,1293
Opercularia 1,6947 2,6724 0,2051
Opercularia 0,9643 1,3923 1,5189
Opercularia 1,6084 2,3793 1,8716
Opercularia 2,0121 3,4378 0,4987
Prorodon -0,7727 0,7134 -0,5363
Prorodon -0,3636 1,2013 -0,4210
Prorodon -0,2868 0,6854 0,0752
Prorodon -0,4772 0,3021 -0,7298
Prorodon -0,8872 0,8308 -0,4899
Prorodon -0,8304 0,4089 -0,7760
Prorodon -1,0980 0,4256 -0,4098
Prorodon -1,1125 0,4804 -0,8489
Prorodon 0,2510 2,1306 0,0341
Tetrahymena -1,7453 -0,9960 0,5912
Tetrahymena -1,5731 -1,5646 1,8054
Tetrahymena -1,6693 -0,6665 -0,9989
Tetrahymena -1,2955 -0,6162 -1,0960
Tetrahymena -1,9300 -1,1524 0,4615
Tetrahymena -1,5633 -0,8043 -0,0059
Tetrahymena -1,8327 -0,5673 -1,0921
Tetrahymena -1,5937 -0,6705 -1,1452
Tetrahymena -1,8723 -1,3232 0,8240
Trachelophyllum 0,4560 -1,2383 | -1,1329
Trachelophyllum -0,7340 | -1,9961 1,1314
Trachelophyllum -1,0486 | -2,3214 1,9025
Trachelophyllum 0,1064 -2,3991 0,6446
Trachelophyllum 0,3382 -2,2382 1,0864
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Trachelophyllum -0,1191 | -14692 | -1,2326
Trachelophyllum -0,4609 | -1,8630 0,1909
Trachelophyllum 0,1461 -3,1973 2,0750
Zoothamnium c/ped 1,7653 0,1638 -0,4602
Zoothamnium c/ped 0,6920 -0,9015 2,0982
Zoothamnium c/ped 3,5023 0,3296 -0,3462
Zoothamnium c/ped 3,6378 0,8469 0,4705
Zoothamnium c/ped 3,1312 1,1592 1,9065

Zoothamnium -0,2556 1,3294 -0,4360
Zoothamnium 0,4432 1,5510 -0,0749
Zoothamnium -0,1000 1,1014 0,5689
Zoothamnium 0,4925 0,4734 1,1515

Zoothamnium 0,1292 1,1390 -0,2826
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Apéndice B: Configuragdo do Sistema de
Aquisicao do Estudo da Mobilidade da
Tetrahymena pyriformis

A seguir encontra-se apresentada a configuracdo das ligacbes entre a cdmara de video
(monocromatica), o adaptador de tensdo e o video bem como entre o video, o monitor, a placa de

aquisicdo do computador e o computador.

- Para a aquisicao das imagens para o video, a configuragdo é a seguinte: A saida do
adaptador de tensdo da cdmara é ligada ao video na tomada video in. A saida do video S-video
out é ligada a entrada Y/C Input video do monitor Sony. As imagens podem, deste modo, ser
visualizadas no monitor com o video ligado em Stop. Para se proceder a gravagdo em fita
magnética, basta premir os botdes Record e Play simultaneamente no video.

- A configuragdo para a aquisi¢do das imagens do video para a placa de aquisicdo de
imagens é a seguinte: A saida do video video out é ligada a entrada da placa de aquisicdo de
imagem. Para a monitorizagdo das imagens, a saida do video S-video out é ligada & entrada Y/C
Input video do monitor Sony.

- No processo de digitalizagdo das imagens provenientes do video é necessario efectuar o
controlo deste dltimo para a seleccdo das imagens desejadas. O controlo do video (VIR), pelo

computador (PC), é efectuado através da interface RS-232C, ligada a porta paralela 1 do

computador, com a seguinte configuracao:

Tabela 8.I1I - Ligacdes entre o video e o computador (PC) através da RS-232C.
VTR (25 pinos) PC (9 pinos)
1 (FG) 5
2 (TxD)
3 (RxD)
4 (RTS)
5 (CTS)
6 (DML)
7 (GND)

QI[N || [N ]| W

As defini¢Ges da porta paralela 1 (coml) sdo as seguintes: taxa de fluxo de dados (baud
rate) = 9600 bps, paridade impar (parity) = odd, nimero de bits de dados (data bits) = 7, nimero

de bits de paragem (stop bits) = 1 e sem controlo de fluxo (flow control) = none.
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Apéndice C: EquacgoOes e Correlacoes
Calculadas na Correlacao entre
Actividades e Dimensodes Fractais

Para as diferentes equacdes testadas e parametros correlacionados, encontram-se agora
todas as equacdes calculadas e respectivos coeficientes de correlacao. Os valores dos coeficientes
das equacdes, e respectivas correlagdes (R), referentes ao estudo do didmetro estdao na Tabela 8.1V,

Tabela 8.V e Tabela 8.VI.

Tabela 8.IV - Valores dos coeficientes das equagdes e correlagdo para o didmetro em funcéo da sz .

a b c R
Y = a+ bx 0,0242 | 1,7578 0,811
Y= ax2 +bx+c | 0,004 | 0,0031 | 1,7815 | 0,819
Y = ax 1,7722 | 0,0302 0,777
Y= aebx 1,7587 | 0,0133 0,807

Tabela 8.V - Valores dos coeficientes das equagdes e correlagdo para o didmetro em fungao da DE .

a b C R
Y = a+ bx 0,0221 | 1,6234 0,647
Y = ax>+bx+c | 0,0008 | 0,0177 | 1,6284 | 0,647
Y = ax” 1,6354 | 0,031 0,636
Y = e 1,624 | 0,0132 0,641

Tabela 8.VI - Valores dos coeficientes das equagdes e correlagdo para o didmetro em funcdo da Dgm.

a b C R
Y = a+ bx 0,0234 | 1,7038 0,829
Y =ax>+bx+c | 0,0038 | 0,003 | 17267 | 0,837
Y = ax” 1,7177 | 0,0301 0,793
Y = e 1,7047 | 0,0132 0,826

Os valores dos coeficientes das equacdes, e respectivas correlacdes (R), referentes ao

estudo da actividade em acetato estdo na Tabela 8.VII, Tabela 8.VIII, Tabela 8.IX e Tabela 8.X.
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Tabela 8.VII - Valores dos coeficientes das equagdes e correlagdo para a actividade em acetato em func¢do da

DY
a b C R
Y = a+ bx 4509,7 | -7869,9 0,751
Y=ax>+bx+c | 68713 | 20382 | 14670 | 0,753
Y = ax 1E-06 | 31,971 0,736
Y = ae®™ 4E-12 | 17,624 0,735

Tabela 8.VIII - Valores dos coeficientes das equages e correlagdo para a actividade em acetato em funcéo da

D} .
a b C R
Y = a+ bx 3562,6 | -5672,3 0,744
Y= ax2 +bx+c | 23471 | -74351 | 58969 | 0,778
Y = ax? 0,0012 | 23,915 0,754
Y = aet™ SE-09 | 14,438 0,755

Tabela 8.IX - Valores dos coeficientes das equagdes e correlagdo para a actividade em acetato em fungdo do

didmetro.
a b C R
Y = a+ bx 108,89 | 51,953 0,582
Y=ax> +bx+c | 11,888 | 47,099 | 11917 | 0,585
Y = ax 129,65 | 0,9434 0,559
Y = ae?* 105,08 | 0,4037 0,540

Tabela 8.X - Valores dos coeficientes das equagdes e correlagdo para a actividade em acetato em fungdo da

Dgm.
a b C R
Y = a+ bx 49205 | -8338,7 0,781
Y=ax®+bx+c | 37819 | 18216 | 20022 | 0,781
Y =ax? 1E-06 | 33,931 0,766
Y = aet™ 5E-13 | 19,259 0,765

Os valores dos coeficientes das equagdes, e respectivas correlacdes (R), referentes ao
estudo da velocidade de sedimentacido estdo na Tabela 8.XI, Tabela 8.XII, Tabela 8 XIII e Tabela
8.XIV.
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Tabela 8.XI - Valores dos coeficientes das equagdes e correlagdo para a velocidade de sedimenta¢do em

funcdo da DEf .

Tabela 8.XIII - Valores dos coeficientes das equagdes e correlacdo para a velocidade de sedimentacdo em

Tabela 8.XIV - Valores dos coeficientes das equagdes e correlagdo para a velocidade de sedimentacdo em

a b C R
Y = a+ bx 1077,8 | -1901,9 0,831
Y =ax®+bx+c | 13765 | -48908 | 43469 | 0,908
Y = ax 1E-07 | 33,382 0,813
Y = e 1E-13 | 1843 0,815

fungdo da Di .

Tabela 8.XII - Valores dos coeficientes das equagdes e correlagdo para a velocidade de sedimentagdo em

a b C R
Y = a+ bx 740,84 | -1190,9 0,656
Y =ax®+bx+c | 10779 | -35080 | 28560 | 0,786
Y =ax® 0,0006 | 21,703 0,664
Y = e 1E-08 | 13,158 0,669

funcdo do didmetro.

a b C R
Y = a+ bx 33,875 | -24,095 0,869
Y=ax®+bx+c | 1014 | -20367 | 37,164 | 0,898
Y = ax 16,314 | 1,2831 0,798
Y = ae™ 12,036 | 0,5545 0,817

func¢éo da Dgm.

a b C R
Y = a+ bx 1128,7 | -1931 0,824
Y=ax®+bx+c | 4300 | -49242 | 42416 | 0,889
Y = ax 3E-07 | 33,404 0,795
Y = e 1E-13 | 19,006 0,796
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Apéndice D: Curvas de Calibragdo na

Determinacao Quantitativa da
Fluorescéncia

Encontram-se referidas de seguida as curvas de calibragdo para os ensaios de HPLC (High
Performance Liquid Chromatography), na determinacdo dos acidos gordos volateis: acido acético,
acido propiénico e acido butirico.

Para o acido acético, os valores da calibragdo obtidos, encontram-se de seguida:

Tabela 8.XV - Valores das areas da calibragdo do acido acético.

[Ac. Acético] (mg/l) Areal Area 2 Area média
60 68561 64078 66320
120 143137 151863 147500
240 297686 310610 304148
600 804205 765589 784897
1200 1540447 | 1674554 1607501

1400 -
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1000 -

800

600 1

400

200

[Ac. Acético] (mg/1)

0 T T T T T T T T |
0 200000 400000 600000 800000 1000000 1200000 1400000 1600000 1800000

Area

Figura 8.1 - Curva de calibragdo do acido acético.

A equacdo da curva de calibragdo para o acido acético é a seguinte:

[Ac. Acético] = 0,0007 x Area + 13,228 (12.1)

Os valores da varidncia dos coeficientes da recta (c%a e 62b) estdo apresentados de seguida,
bem como o valor do parametro t de Student para um grau de confianca de 95% e 3 graus de
liberdade.

c2a=3,4x10°

o?b = 2,785
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t=3,18

A equacdo da recta, com os respectivos erros é a seguinte:

[Ac. Acético] = (700 x 10-¢ + 10,8 x 10%) x Area + (13,228 +9,469) (12.2)

Para o acido propidnico, os valores da calibragdo obtidos, encontram-se de seguida:

Tabela 8.XVI - Valores das areas da calibracao do acido propiénico.

[Ac. Propidnico] (mg/l) | Areal Area2 | Area média
55,25 49494 45308 47401
110,5 103407 111633 107520
221 215703 225776 220740
552 592310 503418 547864
1105 1140404 1244909 1192657
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Figura 8.2 - Curva de calibragdo do 4cido propiénico.

A equagdo da curva de calibragdo para o acido propidnico é a seguinte:

[Ac. Propiénico] = 0,0009 x Area + 19,237 (12.3)

Os valores da varidncia dos coeficientes da recta estdo apresentados de seguida, bem como

o valor do parametro t de Student para um grau de confianga de 95% e 3 graus de liberdade.

cZa=2x10°
o2b =11,993
t=3,18

A equacdo da recta, com os respectivos erros é a seguinte:

[Ac. Propiénico] = (92 x 10 + 6,36 x 10) x Area + (19,237 +38,138) (12.4)

Para o acido butirico, os valores da calibragdo obtidos, encontram-se de seguida:
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Tabela 8.XVII - Valores das areas da calibragdo do acido butirico.

[Ac. Butirico] (mg/1) Areal | Area2 | Area média
52,8 29579 37593 33586
105,6 77881 85905 81893
211,2 171475 | 182326 176901
528 466187 | 449435 457811
1056 810429 | 978593 894511
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Figura 8.3 - Curva de calibragdo do acido butirico.

A equacdo da curva de calibragdo para o acido butirico é a seguinte:

[Ac. Butirico] = 0,0012 x Area + 7,6113

(12.5)

Os valores da varidncia dos coeficientes da recta estao apresentados de seguida, bem como

o valor do parametro t de Student para um grau de confianga de 95% e 3 graus de liberdade.

c2a=1,3x105
o?b =5,949
t=3,18

A equagdo da recta, com os respectivos erros € a seguinte:

[Ac. Butirico] = (116 x 10 + 4,134 x 105) x Area + (7,611 +18,918)

(12.6)
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Apéndice E: Glossario das fungdes do
Matlab utilizadas

Encontram-se de seguida expostas as fungdes préprias do Matlab utilizadas nos diversos

programas.

abs

Valor absoluto
ABS(X) é o valor absoluto dos elementos de X. Quando X é complexo, ABS(X) é o médulo complexo
(magnitude) dos elementos de X.

angle

Angulo da fase
ANGLE(H) retorna os angulos da fase, em radianos, de uma matriz de elementos complexos.

bwarea

Calcula a 4rea dos objectos de uma imagem binaria

TOTAL=BWAREA(BW) estima a area dos objectos na imagem bindria BW. TOTAL é um escalar cujo
valor corresponde grosso modo ao nimero de pixeis de valor 1 na imagem, mas ndo é exactamente igual uma
vez que diferentes padroes de pixeis possuem pesos diferentes.

bwlabel

Marca pixeis ligados numa imagem bindaria

L = BWLABEL(BW,N) retorna a matriz L, do mesmo tamanho de BW, contendo os marcadores para
os pixeis ligados em BW. N pode ter um valor de 4 ou 8, onde 4 especifica pixeis ligados horizontal ou
verticalmente e 8 especifica objectos ligados também diagonalmente. Se este argumento é omitido, por defeito
toma o valor 8.

Os elementos de L sdo valores inteiros maiores ou iguais a 0. Os valores de 0 sdo o fundo da imagem.
Os pixeis marcados com 1 formam o primeiro objecto, os marcados com 2 o segundo e ai por diante.

[LNUM] = BWLABEL(BW,N) retorna em NUM o niimero de objectos encontrados em BW.

bwmorph

Executa operagdes morfoldgicas numa imagem bindria

BW2 = BWMORPH(BW1,0PERATION) aplica uma operacdo morfolégica especifica a imagem
binaria BW1.

BW2 = BWMORPH(BW1,0PERATION,N) aplica a operagdo N vezes. N pode ser infinito e, nesse
caso, a operagdo € repetida até ndo haver mais alteragdes.

OPERATION ¢é uma palavra que pode possuir o valor:

‘clean” que remove pixeis isolados. (1's rodeados por 0’s)
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bwselect

Selecciona objectos numa imagem bindaria

BW2 = BWSELECT(BW1,C,R/)N) retorna uma imagem bindria contendo os objectos que possuem o
pixel (R,C). R e C podem ser escalares ou vectores de igual comprimento. Se R e C forem vectores, BW2
contém o conjunto de objectos que possui qualquer dos pixeis (R(k),C(k)). N pode ter um valor de 4 ou 8
(valor por defeito), onde 4 especifica pixeis ligados horizontal ou verticalmente e 8 especifica objectos ligados
também diagonalmente.

ceil

Arredonda um ntimero para o infinito.
CEIL(X) arredonda os elementos de X para os inteiros superiores mais préximos

diary

Grava o texto de uma sessao de Matlab

DIARY file_name grava o que mostra no ecrd, no ficheiro file_name. DIARY OFF suspende o
comando, e DIARY ON volta a activa-lo.

Usa-se a forma funcional de DIARY, como DIARY(file’) quando o nome do ficheiro se encontra
gravado numa palavra.

2

Transformada discreta de Fourier bidimensional

FFT2(X) retorna a transformada discreta de Fourier bidimensional da matriz X. Se X é um vector, o
resultado vai possuir a mesma orientagao.

FFT2(X, MROWS,NCOLS) completa a matriz X com zeros para formatar a MROWS por NCOLS antes
de a transformar.

shi

Translada o componente DC para o centro do espectro

Em vectores, FFTSHIFT(X) troca as metades esquerda e direita de X. Em matrizes, troca o primeiro e
terceiro quadrantes e o segundo e quarto. Para arrays de N_D dimensdes troca os ‘meios-espacos’ de X em
cada dimensao.

FFTSHIFT é til para visualizar a transformada de Fourier com o componente DC no centro do
espectro.

ifft2

Transformada inversa discreta de Fourier bidimensional

IFFT2(F) retorna a transformada inversa discreta de Fourier bidimensional da matriz F. Se F é um
vector o resultado terd a mesma orientagdo.

IFFT2(F, MROWS,NCOLS) completa a matriz X com zeros para formatar a MROWS por NCOLS
antes de a transformar.
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immcrop

Retira uma imagem

IMCROP retira uma imagem para um rectdngulo especifico. Na sintaxe abaixo é especificada o
rectdngulo ndo interactivamente:

12 = IMCROP(I,RECT)

X2 = IMCROP(X,MAP,RECT)

RGB2 = IMCROP(RGB,RECT)

RECT é um vector de 4 elementos na forma [XMIN YMIN WIDTH HEIGHT] sendo estes valores
especificados em coordenadas espaciais.

size

Tamanho de uma matriz

D=SIZE(X), para uma matriz de M por N, retorna o vector de dois elementos D=[M,N] contendo o
nimero de linhas e colunas na matriz. Para N-D arrays SIZE(X) retorna um vector de 1 por N dos
comprimentos.
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Apéndice F: Glossario das fungdes do
Visilog utilizadas

Encontram-se de seguida expostas as func¢des préprias do Visilog utilizadas no

Reconhecimento Semi-Automatico de Protozodrios por Andlise de Imagem.

analyse_grey in

Analisa uma imagem em tons de cinzento e retira um conjunto de medidas de cada objecto. Pode
efectuar um pré-processamento, uma segmentacdo para binarizar a imagem e um pds-processamento da
imagem binarizada.

border-kill

Elimina todos os objectos que tocam a fronteira da imagem, através do seguinte procedimento:

a: Intersecgdo da imagem com a fronteira. O resultado é usado como marcadores.

b: Reconstrucdo da imagem a partir dos marcadores. Somente os objectos marcados sdo
reconstruidos.

c: Diferenca l6gica entre a imagem original e a imagem reconstruida de modo a obter somente os
objectos que ndo tocam a fronteira da imagem.

distance

Este comando é baseado num método recursivo e trabalha em duas iteracdes. E usado para a
segmentacdo de objectos, antes da aplicagdo do comando watershed. Este comando calcula a funcdo distancia
de uma imagem binaria numa imagem de tons de cinzento, como a soma de uma série de erosdes. Na imagem
final, cada pixel pertencendo a um objecto, fica com uma intensidade igual a distdncia (num tabuleiro de
xadrez) em pixeis até a fronteira do objecto.

fastmaxima

Este comando determina os mdaximos regionais numa imagem de tons de cinzento, para uma
imagem binaria. Um maximo regional, C, é um conjunto de pixeis ligados desde que sejam:

a: pixeis de C que possuam a mesma intensidade (Ic).

b: pixeis ligados a C, mas ndo pertencendo a C (vizinhos), possuem uma intensidade inferior a Ic.

fastwatershed

Efectua uma determinacéo rapida das linhas de separacdo a partir de uma imagem de marcadores.
Determina as linhas de separagdo entre os marcadores. A imagem final é uma imagem binéria.

O principio do fastwatershed é o chamado de imersédo e baseia-se na simulacdo ds subida da agua a
partir de um conjunto de marcadores. O nivel p é inundado a uma velocidade constante pelas frentes de p-1 e
o minimo local aparece ao nivel p. Um ponto de separacao aparece quando duas frentes distintas se juntam.
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hole-fill

Preenche todas as lacunas de um objecto numa imagem binéria, através do seguinte procedimento:
a: Calcula o inverso da imagem.

b: Dilatacao geodésica dos extremos da imagem para a imagem invertida.

c: Complemento da imagem anterior. Somente as lacunas da imagem sao preenchidas.

label

A imagem bindria é percorrida de cima para baixo e da esquerda para a direita, para que todos os
pixeis de um objecto fiquem com o mesmo valor, partindo do valor 1. O valor depende da localizagdo do
objecto na imagem. O méximo valor dd o ntimero de objectos presentes na imagem binaria original. O
algoritmo funciona do seguinte modo:

a: A primeira vez que a imagem é percorrida determina o inicio de cada objecto.

b: A segunda vez confere a todos os pixeis de um objecto o mesmo valor.

logical sub

Esta fun¢do determina a diferenca légica entre duas imagens binarias. De notar que esta operacao
nao é comutativa:
A-B#B-A

lowpass_7x7

Os filtros de baixas frequéncias (lowpass) reduzem o contraste da imagem e suaviza os contornos dos
objectos. Este filtro permite que as baixas frequéncias se mantenham e atenua as altas frequéncias e o ruido.
Reduz o contraste mas tende a desfocar a imagem. Este filtro usa um tamanho de caixa de 7x7 pixeis.

merge_maxima

Neste comando o factor de contraste é subtraido primeiramente da imagem original. O resultado
dessa subtraccdo é usado para reconstruir numericamente a imagem original. Os méximos regionais da
imagem reconstruida sao denominados os méximos ligados.

Este comando s6 funciona com objectos de tons de cinzento homogéneos. O factor de ligacado
depende do contraste local entre objectos de tons de cinzento. Aumentando o factor de ligacdo em demasia
pode eliminar alguns objectos previamente ligados.

numreconstruct

Este comando é utilizado para remover pontos luminosos em imagens escuras. Efectua uma
reconstrugdo numeérica a partir de uma imagem de marcadores em tons de cinzento e duma imagem inicial.
Este comando é a contraparte em tons de cinzento do algoritmo de reconstrucdo bindria.

Em cada passo do algoritmo a imagem de marcadores é dilatada por um elemento estrutural de
tamanho 1. Este algoritmo baseia-se num método recursivo onde o minimo da imagem dilatada e da imagem
dos marcadores é retirado e usado como a imagem de marcadores da iteracdo seguinte. Esta operagdo é
repetida até se atingir a estabilidade. Deste modo, os picos da imagem sao diminuidos, resultando numa

imagem muito mais homogénea.

XX



Apéndice F: Glossario das fungdes do Visilog utilizadas

reconstruct

O principio desta operagdo é o de reconstruir uma imagem a partir dos marcadores e conservar
apenas os objectos contendo esses marcadores. Numa dilatacdo geodésica, dilatagdes sucessivas sdo
efectuadas na imagem com marcadores, sendo que cada dilatacdo é seguida por uma interseccdo com a
imagem original até convergirem. Isto vai garantir que o marcador dilatado ndo vai atingir outro objecto. A
reconstrugdo conserva as formas originais de um objecto ap6és uma erosdo para eliminar objectos mais
pequenos, sendo depois utilizada como imagem dos marcadores.

watershed

Considere-se uma imagem como uma paisagem de montanhas, onde os niveis de cinzento menores,
sdo os vales e os maiores os picos. Os pontos localizados no fundo dos vales sdo rodeados apenas por pontos
com um nivel de cinzento superior e ndo serao modificados. Os pontos localizados no cimo de um pico sao
rodeados apenas por pontos com menores niveis de cinzento e também nao serdo alterados.

Todos os outros pontos encontram-se rodeados por valores maiores e menores e serdo modificados.
O comando extrai o esqueleto formado a partir das linhas de separacdo dividindo duas bacias nao ligadas.
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Apéndice G: Contetido do CD-ROM

Optou-se por incluir num CD-ROM a listagem dos programas (listagens.doc), uma vez que
esta era demasiado extensa. Deste CD-ROM fazem também parte os programas em linguagem
Matlab e Visilog (COOL).

Assim, a directoria ProfoRec contém os programas utilizados para o trabalho
Reconhecimento Semi-Automatico de Protozodrios por Andlise de Imagem em linguagem de alto
nivel (ProtoRec.sc5) e COOL (ProtoRec.rsc).

As directorias Proto_v8 e Video contém os programas para o trabalho Estudo da
Mobilidade da Tetrahymena pyriformis em Contacto com Toéxicos.

A directoria Imago_v5 contém o programa para o trabalho Correlacdo entre Actividades e
Dimensoes Fractais de Agregados Microbianos Presentes em Digestores Anaerébios.

A directoria Fluor_v4 contém o programa para o trabalho Determinagdo Quantitativa da
Fluorescéncia num Digestor Anaerébio Perturbado.

Sao também disponibilizadas as imagens que foram estudadas em cada um dos trabalhos

na subdirectoria Imagens de cada um dos programas.

xxii



