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RESUMO

A area de nanotecnologia e a nanociéncia tem mostrado que as propriedades dos
materiais sdo altamente dependentes das dimensdes das particulas que compdem
esses materiais, bem como da homogeneidade dessas dimensbes. Dessa forma
analisar a relacdo entre as dimensdes das nanoparticulas e suas propriedades é
essencial para o desenvolvimento da nanociéncia. Embora ja existam alguns
softwares capazes de contar nanoparticulas e medir suas dimensdes a partir de
imagens de microscopia eletrbnica, tais softwares ndo foram desenvolvidos
exclusivamente para tal finalidade, o que torna mais confusos os procedimentos
para andlise e processamento das imagens até obtengdo das informacgdes
desejadas. O projeto consiste em desenvolver um software que permita ao usuario
importar uma imagem das nanoparticulas obtida por meio de microscopia eletrénica
de transmissdo e apd6s o processamento dessa imagem pelo software o usuario
obtenha um arquivo com o diametro de cada nanoparticula em nandémetros e a
contagem das nanoparticulas presentes na imagem. O software desenvolvido
apresentou um desempenho de 85% na contagem das nanoparticulas das imagens
processadas, nao conseguindo distinguir apenas algumas sobreposi¢cbes. Esse
resultado demonstra que o software funciona como uma ferramenta util na pesquisa

e no desenvolvimento da nanociéncia.

Palavras-Chave: Nanoparticulas. Nanotecnologias. Microscopia Eletronica de

Transmissao.



ABSTRACT

The area of nanotechnology and nanoscience has shown that the properties of the
materials are highly dependent on the dimensions of the particles that compose
these materials, as well as the homogeneity of these dimensions. Thus analyzing the
relationship between nanoparticle dimensions and their properties is essential for the
development of nanoscience. Although there are already some software capable of
counting nanoparticles and measuring their dimensions from electron microscopy
images, such software has not been developed exclusively for this purpose, which
makes the procedures for analysis and processing of the images more confusing
until obtaining the desired information. The project consists of developing software
that allows the user to import an image of the nanoparticles obtained by means of
transmission electron microscopy and after the processing of this image by the
software the user obtains a file with the diameter of each nanoparticle in nanometers
and the count of the nanoparticles present in the image. The developed software
presented a performance of 85% in the count of the nanoparticles of the processed
images, not being able to distinguish just some overlaps. This result demonstrates

that software works as a useful tool in the research and development of nanoscience.

Keywords: Nanoparticles. Nanotechnologies. Transmission electronic microscopy.
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1 INTRODUGAO

Nanoparticulas (NP) tem sido amplamente estudadas em pesquisas
cientificas e tecnoldgicas ja a algum tempo devido a sua versatilidade, podendo ser
encontradas em diversas areas como, energética, eletrénica, médica, cosmética
entre outras (FIGUEIREDO, 2012). Sendo assim, em muitos dos produtos que
usados ou comprados pode-se encontrar nanoparticulas. Por exemplo na area de
informatica, ha estudos para aplicacdo de nanoparticulas em HDs onde cada
nanoparticula representa um bit. Ou, na industria de vestuario onde ha pesquisas
para revestir as roupas com nanoparticulas de ouro para adicionar recursos
eletronicos nas roupas (DAQUINO, 2011).

Os estudos de nanoparticulas influenciam diretamente na economia. Estima-
se que em 2010 o mercado mundial de nanotecnologia arrecadou US$383 bilhdes e
estimava-se que em 2018 o mercado crescesse para US$5,3 trilhdes. Empresas
especializadas na area estimam que o Brasil possua cerca de 1% do mercado de
nanoparticulas (PINELLI, 2016).

Contudo, para que seja possivel obter avangos consistentes nas pesquisas de
nanoparticulas, € necessario que haja forma eficaz de medir essas particulas. Hoje
existem varias técnicas para medicdo do tamanho de particulas, porém nao ha
estudos organizados que comparem ou avaliem as técnicas atualmente disponiveis
(FIGUEIREDO, 2012). Entre as técnicas atualmente disponiveis podemos citar,
Microscopia Eletronica de Transmissao (MET), Espectroscopia de Fluorescéncia de
Correlacao, Espelhamento Dindmico de Luz, Fracionamento do fluxo de campo
entre outras (PEREIRA, 2017).

Embora estas sejam técnicas para analise de dimensdes das Nanoparticulas
(NP), é necessario determinar o tamanho médio e a distribuicdo de tamanho das
nanoparticulas, o que a MET n&o informa. Existem alguns softwares que auxiliam
nessa determinacdo. Entretanto, tais softwares ndao sido especificos para essa
finalidade, o que torna seu uso normalmente dificultado para usuarios mais leigos
devido a quantidade de informagdes que necessitam ser informadas ao software
antes do processamento da imagem. Assim, muitos usuarios preferem realizar a
contagem manual, mas para haver uma representatividade da amostra, é necessario
a contagem de muitas particulas (normalmente entre 500 e 1000 NP), o que € muito

demorado. A ideia é desenvolver um software especifico para a fungao de contar e



medir nanoparticulas, que permita a contagem rapida e confiavel.

Dessa forma, um software que faga a contagem e a medigcdo das
nanoparticulas auxiliard em pesquisas e estudos feitos na area de nanociéncia e
nanotecnologia (N&N) e que podem alterar significativamente muitas ac¢des do
cotidiano das pessoas. Como por exemplo na medicina onde ha estudos de

nanoparticulas no tratamento de cancer.
1.1 Objetivos

Nesta subsecgao sdo apresentados o objetivo geral e os objetivos especificos.
1.1.1 Objetivo geral

Desenvolver um software para contagem e dimensionamento de

nanoparticulas de imagens provenientes de Microscopia Eletrénica de Transmisséo.

1.1.2 Objetivos especificos

a) realizar o processamento de imagens para identificagcdo de
nanoparticulas, eliminando possiveis sobreposi¢cdes e ruidos nas imagens;

b) quantificar o numero de nanoparticulas presentes na imagem;

c) medir o didmetro das nanoparticulas presentes na imagem;

d) validar a eficiéncia do software através da comparacgao entre os dados

obtidos manualmente e os obtidos pelo software.

Figura 1 — Comparagéo de uﬁo de cabelo com 100 nanémetros

FIO DE CABELO



1.2 Justificativa

Nos ultimos anos houve grandes avangos na area de nanotecnologia e no
estudo de nanoparticulas onde constantemente sdo encontrados novos usos e
aplicagdes. No entanto, uma das dificuldades encontradas € uma forma segura de
fazer a medicdo (FIGUEIREDO, 2012). Existem alguns softwares tais como o
Imaged e o Kalliope que realizam a contagem de nanoparticulas, mas o grande
problema é a divergéncia que ocorre das informagdes obtidas se comparadas a
contagem manual o que gera duvidas para o pesquisador (DIAS, 2008). Fazendo
que muitos pesquisadores prefiram a contagem e medicdo manual. Sendo assim,
mesmo com os softwares e técnicas de contagem existentes alguns pesquisadores
ainda optam por fazer a contagem e a medigdo manual para assegurar e validar os
resultas obtidos (FIGUEIREDO, 2012).

O Brasil mais especificamente na regido de Santa Catarina possui a
capacidade de produzir pesquisas e produtos na area de nanotecnologia tanto para
o mercado interno quanto para os outros paises (PINELLI, 2016). Assim um software
que faca essa medi¢ao e a contagem automaticamente, de maneira confiavel e com
uma taxa de acerto aceitdavel e mostre para o pesquisador as informacdes
necessarias com um baixo custo para ele acelerara e facilitara o desenvolvimento de
pesquisas nessa area.

Para o desenvolvimento desse software o projeto foi organizado como segue:
a sessao 2 apresenta toda a fundamentagao tedrica para o desenvolvimento do
trabalho; a sessao 3 apresenta sobre os materiais usados e os métodos aplicados
no desenvolvimento do aplicativo; a sessdo 4 apresenta os resultados obtidos e a

sessao 5 a concluséo.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

Nesta secdo, serdo apresentados os assuntos necessarios para o
desenvolvimento desse projeto. Sera explicado o que sdo nanoparticulas e alguns
dos métodos de contagem e medigdo das mesmas. Em seguida serdo mostradas

algumas técnicas de processamento de imagem.

2.1 Nanoparticulas

Nanoparticulas comegaram a ser produzidas no final do século XIX, onde
Michael Faraday ja sintetizava nanoparticulas de ouro, porém n&o conseguia
compreender suas propriedades. A nanotecnologia passou a ser considerada ciéncia
em 1959 quando Richard Feynman fez um discurso no qual dizia que em escalas
nanométricas havia muitas coisas a serem descobertas, pois as propriedades das
particulas mudavam. Desde entdo houve grandes esforgos para obter avangos
nessa area (LONGO, 2004).

Um nandmetro equivale a um metro dividido por um bilhdo, ou seja, 1 nm € o

mesmo que 109 m. Entao nanoparticulas sao particulas extremamente pequenas de
materiais. Por exemplo, um fio de cabelo tem cerca de 0.1mm de didmetro, isso é
100.000 vezes maior que 1 nandmetro (LONGO, 2004). Como é visto na Figura 1
que compara o tamanho de 100nm(o maior tamanho de uma nanoparticula) com um

fio de cabelo.

Fonte: Silva, [2017], ndo paginado.

Uma nanoparticula € uma estrutura que esta na escala entre 1 — 100 nm. As
nanoparticulas possuem uma tendéncia natural a se agrupar, aumentando assim o
seu tamanho podendo ultrapassar o tamanho de 100 nm. Essa tendéncia esta
relacionada a energia de superficie das particulas, pois quanto mais finamente
dividido o material, maior é a area de superficie exposta, 0 que aumenta a energia
de superficie total. Assim, buscando diminuir essa energia, as particulas tendem a
se aglomerar espontaneamente. Quando ultrapassam 100 nm elas deixam de ser
consideradas nanoparticulas e passam a ser consideradas nanomateriais apesar de
ainda possuirem as mesmas propriedades (SANTOS, 2014). Na Figura 2 pode ser

visto uma imagem de nanoparticulas obtida por meio de MET.
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Figura 2 - Esquematico de microscopio

eletrébnico
Fonte: Kouvaris et al.,

2012 apud Muehlmann,

___ Fonte de 2012, ndo paginado.
elétrons
Lente As nanoparticulas
condensadora
raterial mudam 0
~ biologico
D comportamento
Observador quando atingem a
Lente
\:?& _ projetara
escala de
Janela do nandémetros e

chservacaoc
comegam a sofrer
fluorescents algumas alteragoes,

pois a diminuicdo

do tamanho das
particulas que constituem um material resulta na alteracdo da distribuicdo da
energia. Quanto mais uma particula é dividida mais area de superficie & exposta.
Ainda a diminui¢do do tamanho das particulas que constituem um material resulta no
aumento da raz&o entre sua area de superficie e seu volume, aumentando assim
sua energia de superficie.

Ja foi constatado que quando os materiais atingem a escala nanométrica as
propriedades sofrem grandes alteracbes sem alterar a sua composicdo, apenas
alterando o seu tamanho. Pesquisadores perceberam que nessa escala
nanomateriais apresentam novas propriedades como: resisténcia, maleabilidade,

elasticidade, condutividade e poder de combustao diferenciados (ARCURI, 2008).
2.2 Imagens em escala nanométrica

Para obter imagens em escala nanométrica existem algumas técnicas tais
como microscopia eletronica de transmissdo e espalhamento dinamico de luz. A
seguir, sdo apresentados essas técnicas para usadas obter imagens em escala

nanomeétricas.

2.2.1 Microscopia eletrénica de transmissao (MET)
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Essa técnica é amplamente usada em varias areas de pesquisas cientificas.
Ela consiste em um feixe de elétrons com tensdao de aceleragdo de
aproximadamente 100kV que resulta em um comprimento de onda de 0,0037nm,
que atravessa a amostra a ser analisada. Com isso os elétrons transmitidos sao
analisados pelo detector.

Apds isso, a imagem é focada e ampliada para a analise e documentagao
(RAMOS, 2013). Na Figura 3 podem ser vistos os componentes de um microscépio
eletrbnico de transmissdo. Sdo eles: Uma fonte de elétrons, uma lente
condensadora, uma lente objetiva, uma lente projetora e uma tela fluorescente. Um
feixe de elétrons é aplicado sobre uma amostra. A interacao dos elétrons com a

amostra gera uma imagem.

Fonte: Escola..., 2012, ndo paginado.

Um microscopio eletrénico de transmissao possui uma resolugdo ao redor de
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0,2nm, valor este que pode se alterar dependendo do microscopio utilizado. O fato
dele usar ondas de elétrons para gerar a imagem também torna possivel através
dele medir a espessura dos materiais analisados (RAMOS, 2013). Como pode ser
visto na Figura 4. Ele pode dar uma medida aproximada da espessura com base no
contraste da imagem de cada particula, embora a espessura ndo seja a unica

grandeza que interfere nesse contraste.

Figura 4 — Nanoparticulas de Silicio obtidas por meio de MET

Fonte: Swithart Research Group, [20137] apud Scitech Daily, 2013, ndo paginado.

2.2.2 Espalhamento dinamico de luz (DLS)

Espalhamento dindmico de luz (Dynamic light Scattering, DLS), também
conhecida como Espectroscopia de Correlacao de Fétons, € uma técnica usada para
medi¢cado/contagem de particulas que estdo suspensas em liquido. Elas s&o
iluminadas por alguma fonte de luz, tal como um /aser, fazendo assim a luz se
espalhar em todas as direcbes. Com isso € possivel analisar a flutuacao de
intensidade da luz espalhada em um angulo e estimar através da intensidade o
tamanho da particula (NOMURA, 2013).

No entanto, o DLS nos mostra informagbes a respeito do diametro
hidrodinamico das particulas que corresponde ao diametro da particula somada a
camada de moléculas do solvente que esta interagindo com a superficie das
particulas (NOMURA, 2013).

Na Figura 5 pode ser visto como funciona um analisador de espalhamento de
luz. A luz passa pelo polarizador e atinge a amostra analisada. Os feixes de luz se
espalham e atingem o analisador que com base no tamanho dos feixes mede as
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nanoparticulas.

Figura 5 — Esquematico do funcionamento do analisador de
espalhamento de luz

Polarizador

I
| >

Laser Material analisado

Analizador
Detector

Fonte: Espalhamento..., 2017, n&o paginado.

No entanto, o espalhamento dinamico de luz é sensivel a poeira que pode
desviar a luz. Ele também pode ter problemas com algumas particulas maiores, pois
o DLS depende do calculo do movimento para obter o tamanho da particula. Outro
ponto negativo € que ele mede o tamanho hidrodindmico das nanoparticulas. O que
impossibilita a comparar o tamanho de diferentes materiais (NOMURA, 2013).

2.3 Processamento digital de imagem

Nessa secado serdo descritos as caracteristicas do processamento digital de
imagem. Serdo apresentados conceitos de vizinhanga e conectividade entre pixels;
segmentacao de imagens e transformada de Hough.

Para Gonzales e Woods (2008), imagens sao fungdes de duas dimensdes na
forma f(x, y) onde o valor ou a amplitude de f nas coordenadas (x, y) € a quantidade
de iluminagdo naquele ponto. Assim, uma imagem digital nada mais € que uma
matriz de pixels. Pixels sao pontos em uma imagem que possuem valores para
definir a sua tonalidade (MARQUES FILHO; VIEIRA NETO, 1999). O processamento
digital de imagem consiste em preparar uma imagem para que outros processos
obtenham informagdes ou tratem a imagem (GONZALES; WOODS, 2008).

2.3.1 Vizinhanca de pixel e conectividade

Um conjunto de pixels cria uma vizinhanga de pixels que consiste em um pixel
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central e os demais pixels que estdo ao seu redor. Um pixel na posi¢ao (x, y) possui
dois vizinhos horizontais e dois vizinhos verticais e suas coordenadas sdo dadas por
x+1,vy), (x—1y), (x, y + 1), (x, y— 1). Esse tipo de associagdo se chama
vizinhanga-de-4, os vizinhos diagonais possuem coordenadas (x + 1, y+ 1), (x + 1,y
-1),(x-1,y+1), (x—1, y— 1) e junto a vizinhanca-de-4 se chama vizinhanga-de-8
(GONZALES; WOODS, 2008). As vizinhangas de pixels sao melhores representadas
na Figura 6.

No entanto, para que dois pixels estejam conectados é necessario que eles

51 Imagem Criginal — O 5] Imagem em Cinza — & "] Imagem Binaria = =

tenham alguma semelhanga de niveis de cinza. Isso quer dizer que 4 pixels vizinhos

podem nao ser considerados conectados caso 0s niveis de cinza nao forem
considerados semelhantes (MARQUES FILHO; VIEIRANETO, 1999).

Figura 6 — Exemplos de vizinhanga de pixels

X X X X
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Fonte: Silva, 2012, nao paginado.

2.3.2 Segmentacao de Imagem

A segmentacéao divide uma imagem nos objetos ou regides que a compde. A
precisdo da segmentacao vai definir o sucesso ou ndo do processamento da
imagem. Algoritimos de segmentacdo para imagens em escalas de cinza s&o
baseados em duas categorias relacionadas aos valores de intensidade dos pixels:
descontinuidade e similaridade (GONZALES; WOODS, 2008).

A descontinuidade se baseia em dividir a imagem baseando em grandes
mudancgas de niveis de cinza. Seu objetivo principal € a detec¢ao de pontos isolados
e bordas nas imagens. A similaridade se baseia na similaridade dos valores de cinza
dos pixels (GONZALES; WOODS, 2008).

2.3.3 Limiarizagéo

Limiarizagdo ¢ uma forma de segmentagdo que analisa a similaridade de
niveis de cinza para assim extrair os objetos da imagem. Ela usa como base um
pixel que servira de parametro para a separagdo dos niveis de cinza da imagem.
Basicamente essa categoria varre os pixels da imagem e se o pixel tiver valor menor
que o parametro escuro recebe o valor 1, caso contrario recebe 0.

A principal dificuldade desse técnica é definir corretamente o pixel para servir
de parametro. Assim, para fazer a varredura da imagem podera colocar 1 nos niveis
de cinza que corresponde ao objeto, enquanto os pixeis que correspondem ao fundo
recebem 0 (GONZALEZ; WOODS, 2008). Na Figura 7 é apresentado a aplicagao da
limiarizagcdo em uma imagem. Ela foi processada para ficar em tons de cinza e em

seguida foi aplicado a limiarizagao.
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Figura 7 — Aplicac&o de limiarizagdo em uma imagem convertida para niveis de
cinza

Fonte: Adaptado de Goldner, [201-?], ndo paginado.

2.3.4.1 Transformada de Hough

Desenvolvida em 1962 por Paul Hough, a transformada de Hough tem como
objetivo obter através de limiarizacdo e mudanca de tons, os pontos de uma
imagem. Os pontos da curva sdo mapeados para a conversdo em uma matriz de
inteiros onde cada posicao representa o intervalo entre os pontos. Sempre que é
encontrado algum ponto que satisfaga os parédmetros € incrementado um contador
que corresponde a sua posi¢ao na matriz (MACEDO, 2005).

Imagens computacionais geralmente possuem ruidos e descontinuidades
nas suas formas. A transformada de Hough é conhecida por ser eficiente em
localizar padrées em imagens com descontinuidades ou ruidos. No entanto, a
transformada de Hough possui a desvantagem de exigir uma grande quantidade de
memoria ja que processamento aumenta com o aumento do tamanho da matriz.
(MACEDO, 2005).

2.3.5 Detecgao de Bordas

Deteccdo de bordas é uma forma de conseguir localizar na imagem os
objetos e formas que a compde. Uma borda no processamento de imagem é uma
regido na imagem onde a intensidade dos pixels mudam bruscamente em relagao
aos pixels vizinhos (GONZALEZ; WOODS, 2008). Assim, o contraste sera menor ou

maior entre os pixels vizinhos e os da borda. Vamos abordar alguns métodos de
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detecgao de bordas.

Para detectar bordas e fazer o realce delas é aplicado um filtro por derivada.
Para aplicar esse filtro sdo usadas mascaras de convolugdo. Elas também sao
chamadas de operadores 2x2 ou operadores 3x3. Serdo apresentados os
operadores mais comuns usados para deteccdes de bordas no processamento de
imagens, sao eles: Roberts, Prewitt e Sobel (MUTARANA, 2010). Na Figura 8 é

mostrado as mascaras dos operadores para detectar os niveis de cinza.

Figura 8 — Operadores usado para medir a
variagao de niveis de cinza

Operador Vertical Horizontal
Roberis 10 0 1
0 =1 -1 0

1 0 =1 -1 =1 =1]

Prewitt 1 0 -1 0 0 0

_] 0 -1 i 1 | |

1 0 -1 -1 -2 -1

Sobel 2 0 -2 0 0 0

| 0 =1 i | 2 | i

Fonte: Adaptado de Bensebaa, [201-?], ndo paginado.

A Figura 9 mostra a imagem original que esta em niveis de cinza e ao lado o

resultado apds aplicar o operador de Sobel.

Figura 9 — Imagem original e o resultado apos aplicar o operador
de Sobel
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Fonte: Adaptado de Bensebaa, [201-7], ndo paginado.

O operador de Sobel (mascara 3x3), ele aumenta o contraste dos pixeis
proximos ao pixel central assim ele obtém as bordas mais destacadas. Nas bordas a

soma da matriz tem que ser diferente de zero (MUTARANA, 2010).

2.4 Trabalhos correlatos

Nessa subsecdo serao apresentados os trabalhos correlatos. Serao
apresentados softwares que servirdo como referéncia para esse projeto. Sera
discutido o Imaged, um software usado para processamento de imagens,
semelhante ao software desenvolvido nesse projeto. Também sera falado sobre um
software usado para contagem de microrganismos vivos apos testes de toxinas.
Esses trabalhos foram usados, pois se assemelham ao software desenvolvido nesse
trabalho. Eles foram encontrados apds uma pesquisa sobre softwares usados para

contagem de particulas de tamanhos muito pequenos.

2.4.1 ImageJ

Imaged é um software gratuito para processamento de imagens desenvolvido
pela National Institute of Mental Health. O software é desenvolvido em java e é
compativel com maquinas virtuais Java 5 ou superior. Suporta varios formatos de
arquivos e suporta também processamento de imagens em lote Ele pode detectar
bordas, contraste, fazer operacbes matematicas e filtragem mediana na imagem
processada (IMAGEJ, 2017).

O ImageJ foi langado em 1997 e o diretor do projeto Wayne Rasband continua
a desenvolver o software até hoje, mesmo com a sua saida do National Institute of
Mental Health (IMAGEJ, 2017). A Figura 10 mostra a interface do Imaged. Como
pode ser visto a interface possui muitas informagdées além do tamanho das

nanoparticulas.
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O ImagedJ é um software completo na questdo de detecgdo de formas na
imagem, mas a grande quantidade de informagbes bem como as numerosas etapas
de processamento da imagem podem confundir usuarios mais leigos, tornando o

processo custoso no quesito tempo.

Figura 10 — Tela de resultado de processamento do ImageJ

File Edit Image Process  Analyze Plugins wWindowe Help
B o |cx | oo~ =~ o | a] [« ||

Location = (144,85, value=0,66,200 10 2}{194 P |}{e|s & b i

arii —Dil

File  Edit
[Area [Mean  [Major [Minor [angle |
435 189505 2802 19.31 71.22
426 201.84 31.33  17.31 17.59
676 189889 3572 2410 166.25
361 187.21 2370 19.39 172.83
610 129.72 46.20 16.81 64.39
41 192,62 39.75 2053 12264 [«

Fonte: Imaged, 2017, ndo paginado.

2.4.2 Software para contagem de micro-organismos em testes de toxinas

Desenvolvido por Fabricio Schramm de Oliveira como projeto integrador do
curso técnico em informatica no IFSC (Instituto Federal de Santa Catarina Campus
Gaspar), esse software analisa imagens de agua e faz a contagem de micro-
organismos a partir de imagens microscopicas.

Essa ferramenta foi desenvolvida usando a linguagem de programagéo C++,
com a biblioteca OpenCV para realizar o processamento de imagens. Esse software
se assemelha muito ao que sera desenvolvido nesse projeto por se tratar de
contagem de objetos a partir de uma imagem digital (OLIVEIRA, 2014). A Figura 11

mostra a interface o software.
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Figura 11 — Tela de resultado da contagem de micro-organismos

&, Euperiéncia

Eltevo | 5atver | | BL Exclar | | 150 Imprime

Mome da Touna
Quanidsde da Towina

Qbd de Micio-grgansmos  Vived Moo  Porcentagem da Sobre
113 10 3 Me%
2
3

Média Tnplicata

WTEEIH I

n.ﬁdr.l.rr Wideo

o Anslisar

Fonte: Oliveira, 2014, ndo paginado.

Esse software analisa videos de

amostras de agua onde sao adicionadas

toxinas e ele calcula a taxa de sobrevivéncia dos micro-organismos. Para obter a

taxa de sobrevivéncia, o software analisa o movimento dos micro-organismos

(OLIVEIRA, 2014).
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3 MATERIAIS E METODOS

Nessa segdo serdo apresentados os requisitos do sistema, os diagramas
necessarios e a descrigao das funcionalidades do software desenvolvido, além dos

métodos para validar os resultados obtidos por meio dele.

3.1 Metodologia

Essa pesquisa € de natureza aplicada, pois foi buscando conhecimento em

uma aplicacao pratica. Do ponto de vista do problema, esta € pesquisa qualitativa e

Figura 12 — Diagrama de atividades do software

._ 5 l Importar Imagem - l Localizar Escala

Imagem deve
estar no formato
JPEG ou JPG

" L. .o
[Pmc:essar Imagem | Solicita a Escala ao Usuarlo]
——

A

L
Calcula a Quantidade de pixels das Nannpam't:ulas]

[Cunverte o Tamanho para Nanumetms] 5 Colorir as Nanoparticulas ]
——
O Software pinta de verde as
Processo nanoparticulas reconhecidas e de
finalizado e vermelho as gue ele ndo reconhecer.
aguardando nova {”’."" Gera Arquivo As sobreposigbes encontradas e os
imagem - ruidos da imagem s&o excluidos

O arquivo gerado possui duas colunas a
primeira com o tamanho de cada nanoparticula
8m nanometros & a outra com o didmetro em
pixels

quantitativa, pois ela pode ser traduzida em numeros quanto resultara em um
software que auxilia o pesquisador. Esta pesquisa da perspectiva de seus objetivos
também pode ser considerada como exploratéria por ter sido necessario buscar o
conhecimento necessario em teses e bibliografias (MENEZES; SILVA, 2005).
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3.2 Descricao da solugao proposta

Foi desenvolvido um software que permitisse ao pesquisador a partir de uma
imagem de MET obter a quantidade e os tamanhos das nanoparticulas. Para isso, o
pesquisador seleciona a escala da imagem e informa o seu tamanho em
nandmetros. Com essa informagao o software processa a imagem aplicando varios

filtros para diferenciar as nanoparticulas do fundo e dos ruidos da imagem.

Em seguida o software detecta as nanoparticulas, excluindo o fundo e os
ruidos da imagem, assim como as sobreposigdes. Com os resultados obtidos na
medicao o software mostra uma lista na lateral direita da tela e caso o pesquisador
queira, ele clica em gerar arquivo, onde o software gera uma tabela com o didametro
das nanoparticulas em nanémetros e com o seu tamanho em pixels. Esse didmetro
€ calculado a partir de uma relagéo simples de proporgao(regra de trés) O software
foi desenvolvido usando a linguagem Java e os tratamentos descritos acima na
imagem foi usado a biblioteca OpenCV que é propria para manipulagao e tratamento

de imagem.

3.3 Requisitos funcionas e nao-funcionais

Essa subsecdo apresenta os requisitos funcionais e nao funcionais do
software.

Requisitos Funcionais:

RF 01. O software permite importar uma imagem obtida por meio de
Microscopia Eletronica de Transmissao em formato JPEG;

RF 02. O software devera solicitar a confirmagao da escala pelo usuario;

RF 03. O software devera contar a quantidade de nanoparticulas na imagem;

RF 04. O software deve solicitar ao usuario que informe o inicio e o final da
escala;

RF 05. O software deve solicitar que o usuario digite a escala da imagem em

nandmetros;
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RF 06. O software devera medir o didametro de cada uma das nanoparticulas;
RF 07. O software identificara as nanoparticulas circulares;

RF 08.0 software devera gerar uma tabela com os resultados obtidos.

Requisitos nao-Funcionais

RNF 01. O software devera ser desenvolvido em Java usando a biblioteca
OpenCV;

RNF 02. Ele devera ser desenvolvido para desktop;

RNF 03. Ele deve ser compativel com a versao do Java 8 ou superior;

RNF 04. O software devera rodar em computadores com processador Core 15
ou superior para que o processamento da imagem nao fique muito lento.

3.4 Diagrama de atividades

Nessa sessdao sera mostrado o diagrama que representa a sequéncia de
atividades do software a ser desenvolvido. A Figura 12 mostra o passo a passo de
como o software se comportara quando o usuario importar uma imagem. O usuario
importar a imagem o software processa a imagem para limiarizar a imagem
eliminando os ruidos. Em seguida é solicitado ao usuario que defina onde esta a
escala e digite o seu tamanho.

O software localiza as nanoparticulas e mede a quantidade de pixels de cada
uma. Entdo ele usa o valor da escala e o valor obtido em pixels de cada
nanoparticula para medir o tamanho delas em nandmetros.

Apods isso o software mostra os valores obtidos na tela e solicita se o usuario
deseja salvar os resultados obtidos. Caso o usuario escolha por salvar os
resultados, o software salva as informacdes obtidas em uma planilha no computador

do usuario.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.
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3.5 Diagrama de caso de uso

Nessa subsecdo sera mostrado o diagrama que representa a interagado do
usuario com o software. O diagrama de casos de uso representa o cenario do
software do ponto de vista do usuario que usara o software e apresentara as
principais funcionalidades do software que sera desenvolvido.

O diagrama da Figura 13 mostra as a¢gdes que o usuario precisa realizar, as
acdes do software e as agdes que serao feitas com o OpenCV. A Figura 13 também
mostra o tratamento da imagem todo feito pelo OpenVC, pois se trata de uma

biblioteca prépria para esse tipo de aplicagao.

Figura 13 — Diagrama de casos de uso do software

Processamento de Imagem

Importa Imagem
Reconhece as Nanoparticulas \
od .
i ] Subtrai o Fundo —_ I~ j

Usuario ™| Gera Planilha com os Re@ OpenCV
Faz Medicio das Nannp@ ~ )

Vi

/

1

—

Visualiza as Informacdes Obtidas Software

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

Nos quadros abaixo estao as descrigdes dos casos de uso. No Quadro 1 esta

a descrigao do caso de uso importar imagem. No Quadro 2 esta a descrigdo do caso
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de uso informar escala. No Quadro 3 esta a descricdo do caso de uso visualizar as
informagdes obtidas. No Quadro 4 esta a descricdo do caso de uso limiarizar
imagem. No Quadro 5 esta a descricao do caso de uso reconhecer nanoparticulas.
No Quadro 6 esta a descricdo do caso de uso subtrair fundo. No Quadro 7 esta a
descricdo do caso de uso faz medicdo das nanoparticulas. No Quadro 8 esta a

descri¢cado do caso de uso Gerar planilha com os resultados.

Quadro 1 — Caso de uso Importar imagem

Caso de uso: Importar Imagem

Ator principal

Usuario

Ator secundario

Resumo

Este caso de uso mostra a importagdo da imagem pelo
usuario

Pré-condigoes

Ter uma imagem de microscopia eletronica de transmissao
JPEG

Fluxo normal

Acgodes do ator

Acgodes do sistema

O usuario clica em importar imagem

Localiza a imagem que quer importar

Fluxo alternativo

Acdes do ator

Acgodes do sistema

O sistema apresenta uma mensagem de erro

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

Quadro 2 — Caso de uso informar escala

Caso de uso: Informar Escala

Ator principal

Usuario

Ator secundario

Resumo

Este caso de uso mostra que o usuario deve informa a escala
da imagem e digitar o seu tamanho em nandmetros

Fluxo normal

Acgoes do ator

Acgoes do sistema

O sistema abre uma tela solicitando que o usuario clique no
ponto inicial e final da escala.

Em seguida o usuario digita o tamanho da escala

O usuario clica em confirmar

Fluxo alternativo

Acoes do ator

Acodes do sistema

O usuario ndo insere € o sistema nao detecta, é apresentado
uma mensagem pelo sistema

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.




Quadro 3 — Caso de uso visualizar informagdes obtidas

Caso de uso: Visualizar as informagoes obtidas

Ator principal

Usuario

Ator secundario

Sistema

Resumo

Este caso de uso mostra a visualizacdo dos resultados obtido
pelo software

Pré-condigoes

Ter uma imagem processada pelo sistema

Fluxo normal

Acgdes do ator

Acodes do sistema

O usuario clica em visualizar resultados

O sistema apresenta na tela os resultados obtidos

O usuario clica em salvar

O sistema salva a informagdo em uma planilha

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

Quadro 4 — Caso de uso limiarizar imagem

Caso de uso: Limiarizar Imagem

Ator principal | OpenCV

Ator secundario

Resumo | Este caso de uso mostra a conversao e a eliminagao dos ruidos
da imagem e do fundo.

Pré-condigdes | Ter uma imagem de microscopia eletronica de transmisséo

Fluxo normal

Acoes do ator

Acoes do sistema

Apds o usuario clicar em processar imagem o OpenCV ira
limiariza-la

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

Quadro 5 — Caso de uso reconhecer as nanoparticulas

Caso de uso: Reconhecer as Nanoparticulas

Ator principal

OpenCV

Resumo

Este caso de uso mostra o reconhecimento das bordas das
nanoparticulas da imagem

Pré-condigoes

Ter uma imagem de microscopia eletrénica de transmissao

Fluxo normal

Acgdes do ator

Acodes do sistema

Apo6s a imagem estar limiarizada o OpenCV reconhece as
bordas

Em seguida ele marca as bordas

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.




Quadro 6 — Caso de uso subtrair fundo

Caso de uso: Subtrair o fundo

Ator principal

OpenCV

Resumo

Este caso de uso mostra o OpenCV subtraindo o fundo da
imagem, deixando apenas a escala e as nanoparticulas

Pré-condigoes

Ter uma imagem de microscopia eletrénica de transmissao

Fluxo normal

Acgdes do ator

Acodes do sistema

O OpenCV deixar a imagem limiarizada

Apos isso ele excluira o fundo deixando apenas as
nanoparticulas

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

Quadro 7 — Caso de uso Faz medi¢ao das nanoparticulas

Caso de uso: Faz medig¢ao das nanoparticulas

Ator principal

Software

Resumo

Este caso de uso mostra a medi¢ao das nanoparticulas

Pré-condigoes

Ter uma imagem de microscopia eletrénica de transmissao
com o fundo subtraido

Fluxo normal

Acoes do ator

Acoes do sistema

Apods o OpenCV processar a imagem o sistema medira a
quantidade de pixels de cada nanoparticula

Em seguida ele medira a escala e quantidade de pixels que
ela possui

Entao ele calculara o tamanho das nanoparticulas

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

Quadro 8 — Caso de uso gera planilha com os resultados

Caso de uso: Gerar planilha com os resultados

Ator principal

Software

Resumo

Este caso de uso mostra o sistema gerando a planilha com os
resultados obtidos

Pré-condigoes

Ter uma imagem de microscopia ja processada

Fluxo normal

Acoes do ator

Acoes do sistema

Apo6s a contagem e medigao feita pelo sistema sera criado um
arquivo com os resultados

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

28
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3.6 Validacao

Para validar os resultados obtidos da contagem e da medigdo das
nanoparticulas feitas pelo software desenvolvido, foi realizado o mesmo processo
manualmente, onde as imagens de MET das nanoparticulas foram abertas em um
software grafico. Usando a ferramenta de selegéo foi medida a quantidade de pixels
da barra de escala. Foi usado o mesmo método para obter a quantidade de pixels
das nanoparticulas da imagem. Esse processo manual € o mesmo usado pelo
especialista consultado para realizar as medigdes para assegurar que os resultados
estio corretos.

Com essas informagdes foi criada uma planilha e feito o calculo de quantos
nandmetros cada nanoparticula possui. Esse processo foi realizado até que todas as
nanoparticulas da imagem sejam medidas desse modo foi medido a acuracia do
software desenvolvido.

A base de imagens para validagao era composta de 20 imagens obtidas por
meio de MET que foram disponibilizadas pelo coorientador do projeto para a

validacdo do software.
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4 RESULTADOS OBTIDOS

Apdés o desenvolvimento, o software possui o funcionamento que é
apresentado nas imagens abaixo. Na Figura 14 é apresentado a tela inicial do
software. O usuario clica no botdo importar imagem e seleciona o qual imagem sera
importada. Apds escolher qual imagem o usuario quer importar, o soffware mostra a

imagem na tela.

Figura 14 — Tela inicial do software

IEI

impurﬁrlmagem | Inserir Escala | Processar Imagem | Calcular | Gerar Arquive

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Com a imagem importada no software, o usuario clica em inserir escala e o
software solicita para o ele clicar no inicio e no fim da barra da escala e inserir o
tamanho em nanémetros. A Figura 15 mostra a tela do software apds a importagao e

aguarda o usuario clicar em processar imagem para iniciar o processamento.

Figura 15 — Software apds a imagem ser importada

& - X

Emportar imagem | Inserir Escala | Processar Imagem | Calcular | Gerar Arquivo

Quadro 9 — Resultado das validagbes da contagem do software

manual software percentual desvio margem de erro
Teste 1 1022 851 83% 171 17%
Teste 2 1540 1289 83% 251 17%
Teste 3 411 361 87% 50 13%
Teste 4 2854 2253 79% 601 21%
Teste 5 932 802 86% 130 14%
Teste 6 218 199 91% 19 9%
Teste 7 695 452 65% 243 35%
Teste 8 453 374 83% 79 17%
Teste 9 854 786 92% 68 8%
Teste 10 1363 1227 90% 136 10%

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.
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A Figura 16 apresenta a tela do software apds o processamento da imagem
escolhida pelo usuario. Ele aplica um método blur que limpa a imagem para facilitar
a detecgao das bordas, pois a imagem possui muitas variagdes de tons de cinza nas
particulas. Em seguida foi aplicado o filtro threshold para deixar as bordas das
nanoparticulas mais evidentes. Apds isso é aplicado o método de houghcircles para
detectar as bordas das nanoparticulas e o método findcountours para criar uma lista

dos contornos encontrados.

Figura 16 — Imagem processada pelo software

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

A Figura 17 mostra a tela do software ap6s o usuario clicar em calcular.
Quando ele clica em calcular o software mede o tamanho de cada uma das
particulas e com base na média do tamanho das particulas define se € uma particula
ou uma sobreposi¢ao. Ele marca em verde as nanoparticulas que ele consegue
identificar e em vermelho os contornos que ele ndo conseguiu reconhecer. Excluindo
0 que ele tem certeza que € um ruido ou sobreposicdo. Contornos que sdo 50%
maiores que a média das nanoparticulas é entendido que € uma sobreposicdo e

contornos 50% menores que a média é considerado ruido de imagem.

Figura 17 — Software apds marcar as nanoparticula que foram medidas com sucesso

Importar Imagem | Inserir Escala | Processar Imagem | Elcular! | Gerar Arquivo
s
L) "
25

21
19

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

A Quadro 9 mostra o resultado final do software. Uma tabela com a
quantidade das nanoparticulas, o seu didametro em nandémetros, o didametro em
pixels e o tamanho da escala em pixels. O tamanho da escala em pixels foi

solicitado pelo especialista consultado para caso o pesquisador queira validar as
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informagdes obtidas pelo software.

A imagem processada pelo software cujo os resultados estdo no Quadro 9
pela contagem do software possui 854 nanoparticulas, a escala possui 257 pixels de
comprimento e o didmetro das nanoparticulas sdo colocadas na tabela em ordem

crescente.

Quadro 10 — Quadro gerado pelo software

Escala Pixels: 257

Quantidade 854

Nandmetros Pixels
23 183
21 172
20 163
20 158
19 152
18 144
16 132
14 116
13 101
12 100

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018

O Quadro 10 mostra os resultados das validagbes do software. A coluna
manual possui as informagdes das contagens manuais feitas para a validagdo do
software. As nanoparticulas foram contadas e medidas manualmente usando o
método explicado na subsecédo 3.6. Na coluna “software” esta a contagem obtida
pelo software das mesmas imagens nas quais foi feito a contagem manual. Na
coluna “percentual” esta a percentual e acerto do software, ou seja, o percentual de
nanoparticulas que o software contou corretamente. A coluna “desvio” apresenta a
diferenga entre a contagem manual e a contagem feita pelo software. O desvio
padrao é a dispersdo dos dados em relagcdo a média, ou seja, quao distante os
valores estdo da média. Na coluna “margem de erro” estda a taxa de erro da
contagem das imagens realizadas pelo software em relagdo a contagem manual, ou

seja o percentual de erro da contagem realizada pelo software.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
Com as validacdes apresentadas no Quadro 10 foi possivel obter a acuracia

do software. Apos fazer uma média aritmética simples entre os percentuais de
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acerto das imagens testadas foi atestado que o software obteve um desempenho
médio de 85% de éxito em reconhecer o numero de nanoparticulas contadas nas
imagens testadas.

Usando o mesmo método de média aritmética simples na coluna margem de
erro foi mostrado que o software possui 15% de percentual de falha ao reconhecer
as nanoparticulas. Dentro dessa média de 15% de falha encontram-se
nanoparticulas que possuem algum tipo de sobreposicdo com outras nanoparticulas,
ruidos de imagem, nanoparticulas com tamanhos muito diferentes da média de
tamanho das nanoparticulas das imagens ou nanoparticulas com tonalidade muito
semelhante ao fundo da imagem.

A validacao da medigao do didmetro das nanoparticulas feitas pelo software
obteve uma margem de acerto de 83% consideram a comparag¢ao da medigao feita
manualmente conforme descrito na subsegéo 3.6. Estdo inclusos na margem de erro
de 17% algumas nanoparticulas que ficam desconfiguradas apds o processamento
devidos a sua tonalidade e as sobreposicbes que nao foram descartas pelo
software.

Com esses resultados, as rotinas dos pesquisadores de nanoparticulas e
nanociéncia pode ser facilitada, pois os resultados das medi¢des e das contagens é

obtido mais rapidamente.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

A proposta desse trabalho foi desenvolver um software para a contagem e
medicdo de nanoparticulas para auxiliar os pesquisadores nas pesquisas com
nanoparticulas. O software deveria agilizar o processo de contagem medigdo das
nanoparticulas e que ao final do processo deveria ser gerado uma planilha com o
tamanho do diametro das nanoparticulas localizadas na imagem.

Com base nessa proposta foi desenvolvido um software que permite o usuario
importar uma imagem, solicita a ele que informe a escala da imagem e apds o
processamento, desenha na tela as nanoparticulas encontradas e caso o usuario
queira é gerado um arquivo com os diametros medidos pelo software acompanhado
da quantidade de pixels de cada uma das nanoparticulas, a quantidade de
nanoparticulas e a quantidade de pixels da escala da imagem.

Com o uso do software desenvolvido nesse projeto o tempo de contagem e
medi¢cado das nanoparticulas manualmente que antes demorava algumas horas foi
diminuido para menos de 10 minutos. O que é uma grande diminuicdo em relagao
ao tempo gasto para essa etapa das pesquisas.

A taxa de acerto da contagem foi de 85% das nanoparticulas das imagens
importadas quando comparado com a contagem manual das mesmas imagens. Com
essa taxa de acerto, foi constatado que o software € uma ferramenta confiavel para
0s pesquisadores que precisam realizar contagens e medi¢cdes de nanoparticulas.

Com as informagbes apresentadas acima é considerado que o objetivo do
software foi atingido, um processo que manualmente demora algumas horas para
contar e medir as nanoparticulas, com o uso do software foi diminuido para 10
minutos e com uma taxa de acerto de 85%.

Assim, o software desenvolvido nesse projeto se mostra uma ferramenta
valiosa nas pesquisas com nanoparticulas e nanociéncia, pois apresenta

informacdes confiaveis e rapidas para o pesquisador.

5.1 Perspectivas

Para futuras versbes do software desenvolvido foram levantados alguns
pontos, tais como. (i)Adicionar componentes na interface para trazer mais

informagdes ao pesquisador, mas pensando sempre em deixar o soffware o mais
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simples possivel quanto a sua usabilidade; (ii)aprimorar o reconhecimento das
nanoparticulas quando nos casos de sobreposicdes para trazer sempre a
informagdo mais proxima da imagem processada pelo pesquisador; e (iii)usar e
aplicar outros filtros para o processamento da imagem e a eliminagao de ruidos para
diminuir o tempo de espera do processamento e deixar na imagem processada
apenas as particulas, eliminado assim os ruidos que restaram.

E pretendido disponibilizar o software para pesquisadores da area de
nanociéncia a modo de obter opinides e criticas construtivas dos mesmos para que

se possa aperfeicoar o software.
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