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RESUMO

Por possuirem funcdes vitais na natureza, as bactérias sao constantes objetos de estudo. Elas
sdo aplicadas em areas contaminadas para degradar poluentes, no processo de biorremediacéo,
muito comum em regides litoraneas que estdo sempre sendo agredidas por consequéncia da
exploragdo e transporte de petroleo, e na agricultura com a finalidade de melhorar a qualidade
das técnicas de cultivo e dos produtos em varios aspectos. Algumas bactérias encontradas na
restinga de Massambaba em Arraial do Cabo, RJ, possuem caracteristicas relacionadas as suas
cores que chamaram a atencdo dos pesquisadores do Laboratério de Ecotoxicologia e
Microbiologia Ambiental, LEMAM. A luz dessa importancia para o ambiente de uma
maneira geral e das caracteristicas cromaticas das colbnias, esta dissertacdo apresenta dois
artigos cientificos que trazem propostas e metodologias para trabalhar, principalmente, na
identificacdo dessas bactérias, utilizando técnicas e conceitos fisicos relacionados a dptica,
trabalhando na regido visivel do espectro eletromagnético. O primeiro artigo apresenta
revisbes sobre o0s principais processos de identificagio de micro-organismos por
espectroscopia e propde a aplicacdo deste método na regido do visivel. J& o segundo artigo é
experimental, e utiliza a manipulagdo das cores primérias verificadas em fotografias digitais
de culturas de bactérias. As cores sdo transformadas matematicamente, transitando entre
espacos de representacdo de cores sendo identificadas em cada um deles e representadas no
cubo de cores e no diagrama de cromaticidade. Através da metodologia proposta no trabalho,
foi possivel verificar os comprimentos de onda predominante na cor de cada espécie, assim

como identifica-las por suas localiza¢des no diagrama de cromaticidade.

Palavras-chave: Identificacdo de Bactérias. Espectro Visivel. Metodologia.
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ABSTRACT

Due to possessing vital functions within nature, bacteria have been constant objects of study.
They are applied into contaminated areas to degrade pollutants through the process of
bioremediation much commonly in coastal regions that have always been attacked as the
result of exploitation and transportation of oil, and in agriculture in order to improve the
quality of the cultivation techniques and products in several aspects. Some bacteria found in
Massambaba sandback in Arraial do Cabo (RJ) possess characteristics related to their colors
which have drawn the attention of the researchers from the Laboratory of Ecotoxicology and
Environmental Microbiology. In the light of this importance to the environment in general,
and the chromatic characteristics of the colonies, this dissertation presents two scientific
papers that bring proposals and methodologies to work, primarily, on the identification of
these bacteria, by using techniques and physical concepts related to the optics, working on the
visible region of the electromagnetic spectrum. The first article presents reviews of the main
processes of identification of micro-organisms by spectroscopy and proposes the application
of this method on the visible region. The second article is experimental and uses the
manipulation of the primary colors verified on digital photographs of cultures of bacteria. The
colors are transformed mathematically — moving among spaces of representation of colors —
being identified in each one of them and represented in the color cube and the diagram of
chromaticity. Through the methodology proposed in this work, it was possible to verify the
predominant wavelengths in the color of each species, as well as identifying them by their

locations on the chromaticity diagram.

Key-words: Identification of Bacteria.Visible Spectrum. Methodology.
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1. APRESENTACAO

As bactérias exercem um papel extremamente importante na natureza, atuando em
processos como a fotossintese, decomposicdo de matéria organica e até mesmo na regulacéo
de funcdes organicas em plantas e animais. Com 0 aumento da preocupacgdo com as questoes
ambientais, outras funcdes que podem ser exercidas por bactérias sdo percebidas e estudadas
com o intuito de amenizar problemas de poluicdo e degradacdo do meio ambiente assim como
melhorar a qualidade dos processos e produtos agricolas. Em regides litoraneas é bastante
comum que solos e &guas sejam contaminados em decorréncia dos processos de exploracao
do petrdleo. Existem muitos estudos que sugerem a aplicacdo de bactérias nessas areas como
estratégia de descontaminacdo, uma vez que algumas apresentam propriedades de degradacéo
de componentes do petréleo. Este processo € chamado de biorremediacdo e pode ser aplicado
em diversas situacdes visando a melhoria de areas contaminadas por uma enorme gama de
agentes poluidores (RIBEIRO, 1993).

Outra area onde se tem aplicado bactérias € na agricultura, visando o fortalecimento de
plantas, a diminuicdo do uso de agrotoxicos e o controle de pragas. Desta forma, fica evidente
a preocupacgéo e a motivacdo que vem sendo empregada no estudo desses micro-organismos
(AZEVEDO; ARAUJO; MACCHERONI, 2000).

A tecnologia mais eficiente e mais utilizada na identificacdo de bactérias é a Reacdo
em Cadeia da Polimerase, PCR, capaz de identificar até mesmo linhagens diferentes dentro da
mesma espécie (REIS JUNIOR et al., 1998). No entanto, existe uma busca por técnicas
acessiveis que possibilitem uma identificacdo preliminar com rapidez e baixo custo,
contrapondo uma caracterizacdo genotipica a uma caracterizacdo fenotipica, que leva em
consideracdo o padrdo de cultivo dos micro-organismos e sua interacdo com o ambiente.

Como ferramenta para identificacdo de micro-organismos, € comum a aplicacdo de
métodos espectroscopicos, sendo que a maioria destas aplicacdes acontece na faixa do
infravermelho (DELWICHE; MASSIE, 1996; HANS, 2003; MIRALBES, 2004; ARGYRIA
et al.,, 2010). No entanto, algumas bactérias coletadas pela equipe do Laboratério de
Ecotoxicologia e Microbiologia Ambiental, LEMAM, apresentaram colora¢des bastante
definidas, o que despertou o interesse de realizar trabalhos de identificacdo e caracterizacdo
das mesmas na regido do visivel. Sendo assim, este trabalho apresenta propostas de
metodologias no desenvolvimento de técnicas que possibilitem trabalhar com estas bactérias

explorando a regido visivel do espectro eletromagnético.
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A primeira proposta consiste em uma metodologia que aborda espectroscopia Optica
de absorcdo na regido do visivel. Com esta técnica pretende-se identificar as amostras de
bactérias em uma solucgédo salina de acordo com o espectro de absorbancia das mesmas, além
de realizar uma andlise quantitativa estabelecida por padrdes espectrofotométricos que
relacionem a absorbancia da amostra com as concentracdes de bactérias presentes na mesma.
Uma segunda proposta de trabalho sugere uma metodologia inovadora, estudando as bactérias
em meio solido de cultura, utilizando fotos digitais das mesmas e explorando suas
caracteristicas cromaticas baseado em um processo de formacéo das cores a partir das cores
primarias, valendo-se de transformacGes mateméaticas e mudancas de sistemas de
representacdo de cores para criar um padrdo de identificacdo fenotipica em regides
delimitadas em um diagrama de cromaticidade.

Este trabalho esta dividido em trés capitulos, sendo que o primeiro apresenta uma
breve introducdo sobre a importdncia das bactérias para o ambiente, justificando a
necessidade de estuda-las continuadamente e de desenvolver novas técnicas que aprimorem as
aplicacdes das mesmas no exercicio de funcdes ambientais na agricultura e biorremediacdo. O
segundo capitulo é constituido do artigo cientifico intitulado Espectroscopia Optica de
absorcdo aplicada a identificacdo de bactérias, apresentado como qualificacdo neste
programa de mestrado. O mesmo trata-se de um estudo que revisa as principais técnicas de
espectroscopia aplicadas na identificagdo de micro-organismos e tem como proposta uma
metodologia de desenvolvimento de uma ferramenta que permita processos de identificacao,
caracterizacdo e quantificacdo de bactérias utilizando espectroscopia de absorcdo na regiao
visivel do espectro eletromagnético. Ja o capitulo trés, refere-se ao artigo cientifico intitulado
Metodologia de aplicacdo e manipulacdo de cores primarias na identificacdo de bactérias.
Este, propde uma metodologia inovadora que utiliza conceitos de formacdo e manipulacéo das
cores primarias do espectro, aplicados a identificacdo de bactérias relacionando as cores

captadas das coldnias com a regido que elas ocupam em um diagrama de cromaticidade.
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2. Artigo 1

ESPECTROSCOPIA OPTICA DE ABSORGCAO APLICADA A
IDENTIFICACAO DE BACTERIAS

2.1 RESUMO

Com o aumento da preocupacdo com questdes ambientais, muitas funcdes que podem ser
exercidas por bactérias sdo estudadas com o intuito de amenizar problemas de poluicdo e
degradacdo do ambiente (biorremediacdo), além de melhorar a qualidade da agricultura.
Regides litoraneas sdéo comumente contaminadas em decorréncia dos processos de exploracéo
do petréleo. Muitos estudos sugerem a aplicacdo de bactérias nessas areas, como estratégia de
descontaminacdo, uma vez que algumas apresentam propriedades de degradacdo de
componentes do petroleo. Este artigo descreve algumas técnicas de espectroscopia que
mostram ser possivel a identificagdo e a quantificacdo destas bactérias. Contudo, ndo foi
possivel identificar as bactérias por este modelo, sendo possivel apenas o processo de

quantificacao.

Palavras chave: Identificacdo de Bactérias. Espectroscopia. Padrdo de Concentracao.

2.2 ABSTRACT

With the increase in the concern about environmental issues, many functions that can be
performed by bacteria are studied not only to mitigate pollution problems and degradation of
the environment (bioremediation), but also to improve the quality of agriculture. Coastal
regions have been commonly contaminated due to processes of oil exploration. Many studies
suggest the application of bacteria into these areas as a strategy of decontamination since
some of them present properties of degradation of oil components. This article describes some
techniques of spectroscopy which show to be possible the identification and the quantification
of these bacteria. Though, it was not possible to identify the bacteria by this model, being only

possible the quantification process.

Key-words: Identification of Bacteria. Spectroscopy. Standard Concentration.
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2.3 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas a preocupacdo com a preservacdo do meio ambiente aumentou
consideravelmente e, juntamente com esta sensibilizacdo da populacdo e da comunidade
cientifica, o interesse na utilizacdo de novas técnicas de conservagdo também aumentou
expressivamente, principalmente no emprego de micro-organismos na agricultura e na
biorremediacéo de areas degradadas (PALLERONI et al., 1973).

O uso de bactérias na agricultura visa reduzir a aplicagdo de agrotoxicos e produtos
quimicos no controle de pragas, além do melhoramento dos vegetais no que diz respeito a sua
estrutura e resisténcia fisica (AZEVEDO; ARAUJO; MACCHERONI, 2000). Ja a
biorremediacdo, visa o tratamento de areas contaminadas utilizando propriedades naturais de
micro-organismos que podem degradar substancias toxicamente perigosas transformando-as
em substancias ndo tdxicas ou menos agressivas ao ambiente (RIBEIRO, 1993).

Para trabalhar com micro-organismos, além de estuda-los minuciosamente para saber
de suas propriedades e de seus possiveis beneficios, torna-se necessario, em um primeiro
momento, identifica-los, e este procedimento nem sempre é conseguido por processos
simples. Nos ultimos anos, técnicas moleculares como Reagdo em Cadeia da Polimerase, PCR
e sequenciamento de DNA vém sendo bastante usadas em processos de identificacdo e
caracterizacdo de micro-organismos (REIS JUNIOR et al., 1998). Essas tecnologias permitem
identificar espécies de bactérias e até mesmo diferenciar linhagens dentro de uma mesma
espécie. Contudo, o alto custo de tais técnicas e o tempo demandado para analise séo fatores
que dificultam a acessibilidade e o emprego das mesmas em muitos casos. Desta forma,
evidencia-se entdo, a necessidade de se desenvolver novas técnicas para atuar na identificacédo
de micro-organismos de forma mais rapida e barata que as técnicas convencionais, € que ao
mesmo tempo mantenha um nivel de eficacia satisfatorio.

O espectro eletromagnético é o conjunto de ondas eletromagnéticas que foi dividido
em diversas regifes de acordo com a frequéncia que compde cada faixa desse espectro. A
Figura 1 representa o espectro eletromagnético assim como a denominacdo de cada faixa de

radiacdo destacando a regido do visivel.
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Figura 1: Representacdo do espectro eletromagnético com destaque para a regido do visivel'.

Durante os trabalhos rotineiros de coleta de micro-organismos realizados pela equipe
do Laboratorio de Ecotoxicologia e Microbiologia Ambiental (LEMAM), na restinga de
Massambaba localizada em Arraial do Cabo/RJ, algumas colbnias de bactérias isoladas
chamaram a atengdo por apresentarem coloragdes bastante definidas. Este fato alerta para a
possibilidade de analise e identificacdo dessas bactérias por espectroscopia dptica de absor¢édo
na regiao do visivel.

A Figura 2 mostra fotografias tiradas no LEMAM das colbnias de bactérias em meio
solido.

Figura 2: Coldnias de bactérias distintas em meio sélido de cultura.

O termo visivel refere-se a identificacdo das cores pelo olho humano, que possui uma
sensibilidade diferente de outros animais e principalmente de equipamentos que sdo sensiveis
a outros comprimentos de onda do espectro eletromagnético como, por exemplo, uma camera

! Fonte: pion.sbfisica.org.br
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de visdo noturna que capta radiacdo no infravermelho, frequéncia que nédo € visivel para o
olho humano (COOPER, 1977).

As cores ocorrem nas substancias devido ao processo de absorcdo e emissdo de ondas
eletromagnéticas em certos comprimentos de onda. As cores que enxergamos sao, na verdade,
as cores que a matéria ndo absorveu. Sendo assim a cor de uma substancia é determinada pela
luz que ela emite ou reflete, e ndo pela luz que ela absorve. Quando percebemos um corpo na
cor azul, isto se deve ao fato deste corpo ter absorvido todos 0s comprimentos de onda nas
faixas do amarelo e do vermelho, permitindo apenas a passagem ou a reflexao do azul, que ¢é
detectado pelo olho humano. A Tabela 1 mostra a relagdo das cores transmitidas e absorvidas
por um corpo mediante a incidéncia de luz branca, os comprimentos de onda apresentados na

tabela referem-se as cores transmitidas.

Tabela 1: Relacio entre as cores e os comprimentos de onda da luz?

(nm) cor transmitida cor absorvida
400 - 435 violeta verde-amarelado
435 -480 azul Amarelo
480 -490 azul esverdeado Laranja
490 - 500 verde azulado Vermelho
500 - 560 verde roxo (purpura)
560 — 580 verde amarelado Violeta
580 - 595 amarelo Azul
595 - 610 laranja azul esverdeado
610 -750 vermelho verde azulado

A luz é uma radiacdo eletromagnética e como qualquer onda eletromagnética ela é
capaz de transportar energia sem necessitar de um meio material, se sustentando em suas
propriedades elétricas e magnéticas, possuindo ao mesmo tempo caracteristicas de onda e de
particula (GONCALVES, 1996).

Espectroscopia € o estudo da interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria e a
espectroscopia optica estuda, especificamente, a interacdo da luz com a matéria. A maioria
dos estudos espectroscopicos analisa 0s niveis de energia de atomos e moléculas, pois estes
possuem a capacidade de absorver, transmitir e emitir quantidades de energias especificas

quando interagem com a radiacdo eletromagnética, o que permite atribuir a cada material um

2 Fonte: Cooper, T.G. (1977).
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espectro Unico e exclusivo, fornecendo uma identidade a cada composto estudado (BALL,
2001).

Ao incidir sobre a matéria, a luz pode ser absorvida por seus atomos ou moléculas e
estes podem ser excitados a maiores niveis energéticos. Para que este fendmeno ocorra, €
necessario que a energia da onda eletromagnética, que depende do seu comprimento de onda
ou de sua frequéncia, coincida com os niveis de energia dessas particulas. Este € um dos
processos que ocorrem na interacdo da radiacdo com a matéria e é chamado de absorc¢do. O
processo de emissdo ocorre quando as moléculas excitadas com alta energia pela radiacéo
retornam a niveis mais baixos. Quando a radia¢do eletromagnética sofre desvios variados ao
passar pelo material o processo em questdo é denominado espalhamento. (SINGH et al.,
2006).

Técnicas de espectroscopia sdo amplamente usadas em experimentos de identificacdo
de micro-organismos e compostos organicos, no entanto, poucos registros apresentam
métodos de espectroscopia Optica na regido do visivel utilizada na identificacdo de micro-

organismos vivos, mais especificamente no estudo de bactérias.

2.4 APLICACOES NA AGRICULTURA E BIORREMEDIACAO

Bactérias sdo micro-organismos unicelulares procariontes, sendo células mais simples,
pois ndo possuem nucleo nem organelas membranosas no citoplasma, podendo ser
encontradas em todos os ecossistemas da Terra na forma isolada ou em colbnias e pertencem
ao Reino Monera. Sdo seres microscépicos com ordem de grandeza na faixa de micrometros
(1um =0,000001 m) com variadas formas e fun¢gbes (PELCZAR et al., 1996). Na natureza, as
bactérias se encontram em varios tipos de habitat, até mesmo nos locais mais indspitos do
planeta, onde ndo se encontram outras formas de vida. Elas possuem fungdes até mesmo no
interior de outros seres vivos, como por exemplo, as bactérias que povoam a flora intestinal
dos seres humanos.

Quanto a alimentacéo, as bactérias séo classificadas em autotroficas, que sdo aquelas
que possuem a capacidade de produzir o préprio alimento, e heterotroficas, caracterizadas por
se alimentarem de substancias produzidas por outros seres vivos, que por sua vez podem ser
saprofagicas (atuam na decomposi¢do) ou parasitas (normalmente causam doencas)
(PELCZAR et al., 1996).
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As bactérias podem ainda ser caracterizadas quanto ao processo bioldgico de obtencéao
de energia em: aerdbicas e anaerdbicas. Dentre as fungbes exercidas pelas bactérias no meio
ambiente, podem-se destacar varias, como na saude, inddstria de alimentos e farmacéutica,
ecologia, agricultura e biorremediacdo. Na agricultura, as bactérias apresentam importantes
funcBes que conferem protecdo as plantas auxiliando na eliminacdo de pragas e na
descontaminacdo do solo por pesticidas ou agrotdxicos, apresentando ainda outras
importantes propriedades, como conferir maior resisténcia as plantas alterando suas
propriedades fisioldgicas e produzindo hormdénios vegetais e outros compostos (AZEVEDO;
ARAUJO; MACCHERONI, 2000). Uma grande mudanga na agricultura, no ambito da
economia, aconteceu devido ao emprego de bactérias fixadoras de nitrogénio. Estas utilizam o
nitrogénio presente na atmosfera, contribuindo para o crescimento e qualidade de vérias
espeécies de vegetais (DOBEREINER et al., 1970).

Considerando a importancia das varias fungdes exercidas por bactérias no meio
ambiente, as bactérias do solo, em especial as espécies do género Pseudomonas, sdo de
extrema importancia para a biorremediacdo e agricultura, por sua grande versatilidade
nutricional e pela capacidade de proliferar em uma enorme gama de ecossistemas
(PALLERONI et al., 1973). As espécies P. fluorecens e P. putida, por exemplo, destacam-se
por ndo serem patogénicas, além dos efeitos benéficos produzidos em plantas auxiliando no
crescimento das mesmas e por agirem efetivamente na degradacdo do tolueno. (JI et al.,
2006).

Biorremediacdo é um processo de tratamento de solos ou ambientes contaminados
através de micro-organismos que degradam ou transformam as substancias contaminantes, de
forma que estas deixem de oferecer ou diminuam o0s riscos ao meio ambiente e aos seres que 0
habitam (RIBEIRO, 1993). No caso de regifes contaminadas por residuos do petroleo, a
tecnologia de biorremediacdo é um método de restauracdo. Neste caso utiliza-se bactérias com
a capacidade de biodegradar ou biotransformar substancias como hidrocarbonetos do petréleo.
A biodegradacdo ou biotransformacdo destes compostos € feita por grupos de micro-
organismos vivos, cada qual exercendo sua funcdo de maneira ordenada e sequencial,
garantindo éxito no processo, que é um dos principais métodos de recuperacdo de
ecossistemas contaminados (RIBEIRO, 1993).

Os micro-organismos sd@o eficientes na biodegradacdo devido a abundancia e
diversidade de espécies, assim como a grande capacidade de adaptagdo as condicdes adversas
dos ecossistemas. De fato, as populagdes de micro-organismos que degradam hidrocarbonetos

do petréleo constituem menos que 1% da comunidade total de micrdbios presentes no
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ambiente, porém, em regifes contaminadas por hidrocarbonetos, esta quantidade aumenta
para 10% da comunidade total (ALVES, 1998). No entanto, existe uma grande preocupacao
com possibilidades maléficas da utilizacdo de micro-organismos, uma vez que a aplicacédo
destes podem causar transformacfes imprevistas no ambiente, assim como desequilibrio

ecoldgico por seres estranhos ao meio.

2.5 TIPOS DE ESPECTROSCOPIA

Existem varios tipos e técnicas de espectroscopia e cada uma delas apresenta
propriedades compativeis com aplicagbes e amostras especificas. Os processos
espectroscopicos consistem basicamente em incidir feixes de ondas eletromagnéticas com
frequéncias variaveis sobre uma amostra a ser analisada. Essa amostra ird absorver energia em
apenas alguns comprimentos de onda especificos e sera caracterizada a partir do espectro de
absorcédo ou transmissdo construido para ela (HAMMES, 2005).

Algumas técnicas de espectroscopia se aplicam de maneira mais eficiente em
condutores, pois precisam de elétrons livres ou ndo ligantes na superficie da amostra a ser
analisada. A espectroscopia de absor¢do é uma técnica na qual compara-se a energia de um
feixe de luz antes e depois da interacdo com uma amostra. A espectroscopia de fluorescéncia
usa fétons de maior energia para excitar uma amostra, que depois emitem fétons de energia
mais baixa (HOLLAS, 2004).

Outra técnica consiste em medir a relagdo entre a massa e a carga da molécula. Sendo
assim, € necessario uma fonte de ionizacdo ou emissor de ondas eletromagnéticas, um
analisador ou separador de massas para discretizar os ions, um detector de ions e um
programa para processar e representar graficamente os dados obtidos. Este processo diz
respeito especificamente & espectroscopia de massa. E um método muito empregado para fins
de identificacdo de micro-organismos, utilizando como fonte de radiacdo o laser (light
amplification stimulated energy radiation). Como exemplo, tem-se o espectrémetro MALDI-
TOF onde MALDI (Matrix Assisted Lazer Desorption lonization) faz referéncia ao uso de
laser para dessorcdo e ionizagdo utilizando um &cido orgéanico como matriz e TOF (Time of
Flight), é o tempo de voo da amostra ionizada até atingir o detector. Utiliza-se como método
de andlise a Transformada de Fourrier, aplicada na fungdo obtida. Este procedimento se d&

com a amostra no estado gasoso (HOLLAS, 2004).
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Teoricamente, a espectroscopia pode ser realizada por ondas eletromagnéticas de
quaisquer comprimentos de onda e frequéncia, porém, deve-se atentar para o tipo de
substancia estudada. No estudo de micro-organismos, por exemplo, a escolha de um tipo
equivocado de espectroscopia pode provocar alteracdes irreversiveis nas moléculas ou, em
alguns casos, destrui-la, o que prejudicaria ou até mesmo impossibilitaria o estudo das
mesmas. Técnicas que exigem que a substancia analisada esteja no estado gasoso podem
oferecer mais uma dificuldade no caso da analise de micro-organismos, uma vez que 0S
resultados obtidos sdo dados em funcdo das moléculas que constituem este individuo e nao do
mesmo em seu estado integro (HAMMES, 2005).

Ao interagir com a matéria, a radiacdo eletromagnética produz fendbmenos dpticos
como reflexdo, refracdo, difracdo, dispersdo, polarizacdo, absor¢cdo e emissdo. Estas
interacbes dependem do comprimento de onda da radiacdo incidente na amostra
(GONCALVES, 1996).

As transicOes eletrénicas sdo situadas normalmente na regido do ultravioleta ou visivel
e as transi¢Oes vibracionais ocorrem na regido do infravermelho (BALL, 2001). A Tabela 2
mostra algumas transi¢Ges causadas pela interacdo da onda com a matéria. A transicdo que

ocorre na regido do visivel é foco do presente estudo.

Tabela 2: Espectro eletromagnético e suas interagdes”

Limites aproximados do

Radiacao comprimento de onda Interacoes com a matéria
Raios y I A<1A Transicdes nucleares
. Transi¢des eletrénicas da
Raios X 1A< 2<10A (1nm) camada interna
Ultravioleta de vacuo | 1 nm <A <200 nm - .
Ultravioleta proximo 200 nm < A < 400 nm Transigoes eletronicas da
elap sAs camada externa
Visivel | 400 nm < A < 800 nm
Infravermelho préximo 800 nm <A <25um Vibragses moleculares
Infravermelho fundamental | 25um< i <25um
Infrtavermelho distante 25 um < A < 400 um Rotagdes moleculares
Microondas — radar | 400 um <X <25 cm
Ondas de radio A<25cm Orientagdes do spin

As interacGes mais estudadas nesse tipo de espectroscopia sdo a absor¢do e a emissao.
No processo de absorcdo o elétron transita para um nivel mais energético referente aos

orbitais que podem ser ocupados por ele. Quando o elétron retorna a um nivel inferior, ele

3 Atabela 2 e a figura 3 foram obtidas em: GONCALVES, M. L. S. S., 1996.
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libera essa energia e este processo € denominado emissdo. Essas transicbes estdo
representadas na Figura 3.

E+hv

absorcdo emissao

Figura 3: Transicdes de um elétron durante os processos de absorcao e emissao.

Os tipos de espectroscopia mais usados no estudo de micro-organismos estao na regiao
do infravermelho, no entanto, a técnica proposta neste trabalho aborda a faixa do visivel. Por

este motivo estes métodos serdo abordados de forma mais detalhada a seguir.

2.6 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO (IR)

A espectroscopia vibracional no infravermelho é bastante utilizada no estudo de
moléculas organicas. E uma técnica eficiente que permite identificar e caracterizar estruturas
moleculares (RIDDLE et al., 1956) através da interacdo da radiacdo infravermelha com a
matéria (HAMMES; NETLIBRARY, 2005). Muitas areas adotam esta tecnologia como
ferramenta para estudos analiticos, superando os métodos tradicionais em Vvarios casos,
principalmente por sua rapidez e simplicidade na manipulagdo das amostras e do equipamento
(BLANCO; VILLARROYA, 2002). Outra caracteristica desse método é que ele ndo é
invasivo e se baseia no estudo das vibracGes de moléculas apds serem excitadas por uma
radiacdo na faixa do infravermelho (CORDELLA et al., 2002). Atualmente, esta € uma das
técnicas analiticas de espectroscopia mais vantajosa por, supostamente, poder analisar a
amostra em qualquer estado fisico (STUART, 2004).

O espectro de uma amostra realizado no infravermelho fornece identidade especifica a
uma substancia quimica ou bioldgica, uma vez que ao se obter espectros iguais para mais de
uma substancia, hd uma grande probabilidade de que estas representem 0 mesmo composto
(CORDELLA et al., 2002).
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Os dados obtidos através da espectroscopia de infravermelho ndo sdo simples de serem
analisados e, para tanto, torna-se necessario recorrer a analises quimicas e bioldgicas para
auxiliar na interpretacdo dos dados, de forma a relacionar as propriedades dos materiais
estudados com os espectros obtidos através deles (BRERETON, 2003).

Esta técnica de espectroscopia pode ser utilizada com diversas finalidades, mas
observa-se amplamente sua aplicacdo na identificagdo de micro-organismos e compostos
quimicos atuantes na agricultura, seja pra melhorar a producdo ou avaliar a qualidade dos
produtos (DELWICHE; MASSIE, 1996; HANS, 2003; MIRALBES, 2004; ARGYRIA et al.,
2010). Em relacdo a sua aplicacdo em micro-organismos, esta técnica é usada principalmente
para identificacdo de organismos unicelulares, bactérias e leveduras (HELM et al., 1991,
SANDT et al., 2003; ERUKHIMOVITCH et al., 2005; KUHM et al., 2009).

2.7 ESPECTROSCOPIA NO VISIVEL (VIS)

Métodos experimentais de espectroscopia sdao mais acessiveis no visivel, regido do
espectro eletromagnético em que o olho pode ser usado como detector. Em 1665 Newton
tinha comecado seus famosos experimentos sobre a dispersao da luz branca em uma gama de
cores utilizando um prisma de vidro triangular. No entanto, foi em cerca de 1860 que 0s
alemdes Bunsen e Gustav Kirchhoff desenvolveram o primeiro espectrdmetro, onde a luz
proveniente de uma fonte passava por um prisma antes de atingir uma amostra e ser projetada
em uma tela (HOLLAS, 2004). Observando uma variedade de amostras pelo espectrometro,
Bunsen e Kirchhoff conseguiram observar caracteristicas diferentes em seus padrdes
espectrais de acordo com o comprimento de onda da radiacdo incidente. Eles conseguiram
detectar varios elementos através da espectroscopia na regido do visivel como o césio e o
rubidio. Posteriormente Jansen e depois Ramsey detectaram espectroscopicamente o hélio,
sendo que o primeiro o detectou no Sol e o segundo na Terra (MISTRY, 2009).

A técnica de espectroscopia na regido do visivel é classificada como uma das técnicas
de espectroscopia eletronica (LAMBERT et al., 1998). Ela tem por base a absorcéo de luz
visivel pela amostra e a energia dessa radiacdo provoca excitacdo dos elétrons da mesma para
orbitais de maiores energias. Para que ocorra a excitacdo do elétron, ou seja, para que ele
passe do seu estado fundamental para um estado excitado, de acordo com a teoria de Bohr, é

necessario que a energia da onda eletromagnética coincida com a diferenca de energia entre
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0s niveis orbitais ocupados pelo elétron, de forma a fornecer um féton exatamente com a
mesma energia permitindo a transicdo eletronica. Essa energia pode ser obtida diretamente
pela frequéncia v ou pelo comprimento de onda 4 da radiacdo incidente, de acordo com a

relacdo mostrada na equacao 01.

E=hv=(hc)A (equacéo 01)
Onde:

¢ = velocidade da luz no véacuo

h = constante de Planck

v = frequéncia da onda incidente na amostra

A = comprimento de onda da onda incidente

A Figura 4 mostra o esquema de um espectrometro de absor¢do em que um feixe de
luz branca sofre dispersao através de um prisma e em seguida define-se um comprimento de

onda especifico para incidir na amostra.

Fenda de saida

Prisma (Elemento de
dispersao)

R

Fenda de Entrada \\ 4
\
\ / ~
1./
P
=

Fonte de Luz
(Fonte da radiagao)

Figura 4: Esquema estrutural e funcional de um Espectrdmetro de absorc&o na regido do visivel®.

Apbs a incidéncia do feixe sobre a amostra, analisa-se a luz recebida no detector. Se
houver o processo de transicdo eletronica nas moléculas da amostra, parte da energia da onda
incidente serd absorvida, como mostrado na figura 5 e assim é possivel saber detalhes dos
compostos analisados, estabelecendo padrdes de absorbancia especificos para cada amostra

analisada.

* As figuras 4 e 5 foram extraidas do sitio: http://quimicandovp.wordpress.com
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Antes Depois Antes Depois
E, -9 B
hv = E>-E; hv # E>-E; hv # E,-E;
TAVAVAVA, = TAVAVAVA, = TAVAVAVA, =
e — 5@

Figura 5: Transicdo de nivel eletrdnico relacionado a energia absorvida pelo atomo.

2.8 LEI DE LAMBERT-BEER

A luz incidente em uma amostra interage com a matéria sofrendo fendmenos opticos
de absorcdo, emissdo, reflexdo, transmissdo e espalhamento. Sendo assim, podemos

representar esta relacdo matematicamente da seguinte forma:

lo=Ir+le+la+lt (equacdo 02)

Onde:

lo = Intensidade do feixe incidente

Ir = Intensidade do feixe refletido

le = Intensidade do feixe espalhado

la = Intensidade do feixe absorvido pelo meio
It = Intensidade do feixe transmitido

Os efeitos de reflexdo e espalhamento podem ser minimizados experimentalmente. Os
efeitos da reflexdo podem ser minimizados no momento do experimento, tomando como
referéncia para calibrar o aparelho uma cubeta contendo todos os elementos da solucéo
estudada, exceto o elemento absorvedor (HOLLAS, 20004). Ja os efeitos de espalhamento
podem ser atenuados utilizando-se solugdes homogéneas e transparentes. Assim, a equagdo 02

se reduz a:

lo=la+It (equacao 03)
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A Lei de Lambert-Beer relaciona a intensidade da luz transmitida, a intensidade da luz
incidente, a distancia percorrida pela luz dentro da amostra e o coeficiente de absor¢do da

substancia.
I = l,e™ (equagio 04)
Onde:
k = coeficiente de absorcao linear
d = distancia percorrida pela luz dentro da amostra (largura da cubeta)
Convertendo e em 10% tem-se a seguinte equacao:

I, = 1,10 (equagio 05)

Estudando a transmissdo de luz em concentracdes variadas de solugdes coloridas, Beer
chegou a conclusdo que a € proporcional a concentragdo da solugdo. Assim:
a=a.c (equacdo 06)
Onde:

¢ = concentracdo do elemento absorvedor
a = absortividade, constante independente da concentragéo

Combinando as equacdes 05 e 06 obtém-se a relacdo seguinte, mais conhecida como

Lei de Lambert-Beer:
I = 1,107 (equagdo 07)
A absorbancia de uma amostra é medida experimentalmente e pode ser calculada pelo

logaritmo da raz&o entre as intensidades das radiagdes incidente e transmitida, de acordo com

a seguinte equacao:

A =log (It/10) (equagéo 08)
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Onde:
A = absorbancia

Assim:

A =acd (equagéo 09)

Pode-se entdo determinar a concentracdo da solucéo e, consequentemente a quantidade
de bactérias presentes na mesma pela equacdo 09. Nesta, pode-se perceber claramente que a
relacdo entre a absorbancia e a concentracao € linear, no entanto, essa relacéo ¢ valida apenas
para baixas concentracdes e caminhos Opticos pequenos dentro da amostra (FOWLES, 2012).
Essas dimensdes serdo determinadas experimentalmente para o presente caso.

A Figura 6 mostra a relacdo de linearidade entre a absorbancia e a concentragdo da

amostra.
Regifdo valida pela Leil de Beer Regido ndo valida pela Lei de Beer
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Figura 6: Grafico representativo dos limites da linearidade da Lei de Lambeert-Beer®.

® Fonte: Cooper, T.G. (1977).
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2.9 A RELEVANCIA DO METODO DE IDENTIFICACAO DE BACTERIAS POR
ESPECTROSCOPIA

Considerando as importantes e essenciais fun¢Bes exercidas por bactérias, torna-se
necessario o desenvolvimento e o emprego de técnicas para identifica-las e caracteriza-las
com o objetivo de promover diagndsticos e tratamentos de doencgas, estudos ecoldgicos e
desenvolvimento de produtos biotecnolégicos.

Existem varios tipos e processos utilizados na identificacdo de bactérias, dentre os
quais se podem citar os que levam em conta a morfologia celular, que consideram dimensdes,
forma, estrutura, mobilidade e agrupamento; analise bioquimica; fisioldgica e, a principal e
mais eficiente, analise genética, que é realizada através do estudo da sequéncia de genes
especificos de cada espécie.

Levando em consideracédo a diversidade desses micro-organismos, faz-se necessario a
utilizacdo de diferentes métodos, de acordo com o objetivo do estudo ou a necessidade
especifica de cada caso. A identificacdo de bactérias por espectroscopia € um metodo bastante
utilizado que permite uma primeira analise de culturas de bactérias com rapidez e baixo custo.

Os micro-organismos sao analisados por meio do espectro de suas moléculas de DNA,
RNA, proteinas, carboidratos, lipidios entre outras. Sendo assim, sdo obtidos espectros
diferentes para cada tipo de amostra, pois estas apresentam combinacfes e quantidades
especificas de moléculas em suas composi¢Oes. A espectroscopia ira apresentar a composicao
quimica, e a partir dai pode-se identificar os micro-organismos.

As bactérias coletadas na restinga de Massambaba apresentam coloracfes bastante
definidas e por este motivo sera utilizada a espectroscopia Optica de absorcdo na tentativa de
se observar variagdes consideraveis de absorbancia e determinar um padrdo especifico para
cada tipo de bactéria nessa faixa do espectro eletromagnético.

As bactérias seriam estudadas através de experimentos fisicos — espectroscopia - e
bioldgicos — cultivo das mesmas - com o objetivo de identifica-las, uma vez que estas podem
possuir propriedades interessantes para 0 meio ambiente, como a aplicagdo na agricultura e na
biorremediagédo, como frisado anteriormente.

As propriedades fisicas e quimicas das moléculas, assim como suas interagdes com o
meio bioldgico que estdo sujeitas, sdo determinadas por suas estruturas moleculares (SALA,
2008). Teoricamente, todas as moléculas, em qualquer estado fisico podem ser estudadas por
espectroscopia (HAMMES; NETLIBRARY, 2005).
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Uma das propostas deste trabalho é mostrar a aplicacdo dos métodos de identificagdo e
caracterizagdo de micro-organismos que podem atuar na biorremediacdo de A&reas
contaminadas ou poluidas, seja pela acdo do homem ou mesmo por alteracfes naturais e
prejudiciais ao meio ambiente, ocorridas nas regifes litordaneas onde predominam as
vegetacOes de restinga como pantanos, manguezais, brejos e &reas ribeirinhas, também
chamadas de vegetacdo com influéncia marinha (VELOSO; RANGEL; LIMA, 1991). A
rizosfera, que é a area ao redor das raizes, encontra-se sob influéncia imediata do sistema
radicular. Ela é rica em nutrientes e, por este motivo, apresenta alta intensidade de atividade
de micro-organismos (DOBBELAERE et al., 2003). O Estado do Rio de Janeiro, por possuir
um extenso litoral, apresenta, de forma predominante, a vegetacdo de restinga. Este tipo de
vegetacdo estd exemplificado em varias e grandes areas como nas planicies de Macaé e
Carapebus, nas dunas em Massambaba ou em bracos de terra que avangcam mar adentro como
em Marambaia (ARAUJO; MACIEL, 1998). Torna-se, entdo, interessante o estudo da
Microbiologia nessas regides com a finalidade de promover o desenvolvimento regional,
aplicando as técnicas de identificacdo e caracterizacdo de micro-organismos por
espectroscopia em amostras de solos, raizes ou aguas litoraneas que sofrem influéncia direta
ou indireta da agdo destes microbios.

O desenvolvimento da técnica de espectroscopia Optica na regido do visivel
relacionada a micro-organismos abre um campo de estudos para aplicacdo em outras areas. A
regido dos lagos, por exemplo, apresenta uma necessidade de manter o controle da qualidade
de suas aguas, pois estas sdo bastante exploradas em atividades relacionadas ao consumo
humano, animal, agricultura, pesca, atividades de lazer e turismo. Este controle podera
futuramente ser obtido através de biorremediacdo com o auxilio da técnica de espectroscopia
Optica. Desta forma, tem-se como objetivo principal deste estudo apresentar a técnica de
espectroscopia Optica na identificacdo de micro-organismos, principalmente bactérias do solo
com a finalidade de produzir tratamento, melhoria e desenvolvimento das condic¢des
ambientais atuais. Esta técnica permite criar um padrédo espectrofotométrico para identificagcdo
e caracterizacdo das bacterias, além da quantificagcdo de sua concentragdo em uma amostra.
Assim serd criado um banco de dados referente as principais bactérias estudadas,
caracterizando-as de acordo com suas estruturas, habitat e fungdo desempenhada no meio para

auxiliar em estudos futuros sobre o tema.
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2.10 METODOLOGIA

A metodologia apresentada a seguir refere-se a um experimento realizado no
laboratério LEMAM do Instituto Federal Fluminense, campus Cabo Frio, com a finalidade de
analisar bactérias encontradas na restinga da regido.

As bactérias estudadas foram coletadas na restinga de Massambaba no municipio de
Arraial do Cabo/RJ. Todos os trabalhos que vao desde a coleta das bactérias até o cultivo e
preparacdo das mesmas para 0s experimentos espectrofotométricos foram realizados pela
equipe do LEMAM. Sendo assim, foram utilizados os materiais necessarios para cultura de
bactérias, vidrarias necessarias para armazenamento das colénias, centrifuga, aparelhos de
esterilizacdo, estufa e geladeira, além de microscépio e Camara de Neubauer para contagem
das bactérias. J& os experimentos espectrofotométricos foram realizados no laboratério de
Fisica do IFF Campus Cabo Frio e para tanto serdo utilizou-se um espectrofotbmetro e um
computador para processamento e analise dos dados obtidos.

Os métodos de coleta das bactérias ndo serdo tratados aqui. Os procedimentos
bioldgicos serdo abordados resumidamente e apresentados apenas os protocolos dos meios de
cultivo e armazenamento, uma vez que o foco do trabalho estd no experimento de
espectroscopia, ap6s serem coletadas as bactérias foram cultivadas em meio sélido (Meio
solido: 1 litro de LB preparado; 20 gramas de agar; colocar no agitador até homogeneizar
completamente; autoclavar por 20 minutos a uma temperatura de 120 °C e uma presséo de 1
atm; armazenar na geladeira a uma temperatura de 4 °C. Meio liquido: 1litro de agua
destilada; 25 gramas de LB; colocar no agitador até homogeneizar completamente; verificar o
pH (ideal 7 + 2); autoclavar por 20 minutos a uma temperatura de 120 °C e uma pressdo de 1
atm; armazenar na geladeira a uma temperatura de 4 °C). Apds crescimento, as bactérias
foram separadas por espécie de acordo com suas caracteristicas perceptiveis visualmente e
colocadas novamente para crescer, permanecendo em meio solido e armazenadas a baixas
temperaturas para retardar seu crescimento. Como para realizar o experimento de
espectroscopia, € necessario que as bactérias estejam em meio liquido, foi preparada uma
solucdo de meio de cultura para que as bactérias passem a crescer em meio liquido. Apds 24
horas na estufa, essa solu¢do (meio de cultura e bactérias) foi centrifugada, produzindo um
precipitado de bactérias bastante concentrado no fundo do recipiente que as contém, como
mostrado na Figura 7.
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Figura 7: Solucdo com precipitado de bactérias ap6s passar por processo de centrifugacao.

Essas bactérias foram resuspensas em solucéo salina 0,9% (9g de NaCl; avolumar para
1L com &gua destilada; homogeinizar; autoclavar) e uma aliquota foi retirada para fazer a
contagem na Camara de Neubauer e determinar a concentragdo da solugdo. A solugédo foi
entdo levada para o espectrofotdmetro para ser analisada.

O método utilizado para analise das amostras pela espectroscopia € relativamente
simples e, consequentemente, ndo exige muita complexidade no que diz respeito aos
aparelhos utilizados. O aparelho utilizado é o espectrofotdmetro, um espectrémetro de
absorcdo, que trabalha basicamente na regido do visivel (Vis), do infravermelho (IR) ao
ultravioleta (UV), disponivel no IFF- Campus Cabo Frio. Primeiramente é necessario ter uma
referéncia para a absorbancia do meio que abriga as bactérias. Faz-se entdo uma medida dessa
grandeza utilizando-se apenas a solucdo salina 0,9% e o aparelho ¢ “zerado” para este valor
de absorbancia, tendo este valor como referéncia para fazer a medida com a solucéo contendo
as bactérias. Desta forma, o valor medido € a diferenca entre a solucdo contendo as bactérias e
a solucdo pura, o que fornece exatamente a absorbancia das bactérias. Este procedimento sera
repetido em intervalos regulares do espectro na regido do visivel de forma que essa faixa seja
toda varrida para que se possa determinar exatamente os picos de absorbancia para cada tipo
de bactéria, de forma que elas sejam associadas a seus graficos espectrais e assim seja
possivel identifica-las. Apos a fase de identificacdo seré realizada uma segunda fase que
consiste em variar a concentracdo de uma mesma bactéria na solucédo salina 0,9% e observar a

diferenca nos picos dos graficos de absorbancia apresentados por elas. Dessa forma, teremos
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gréaficos diferentes para uma mesma espécie de bactéria, de acordo com a concentracdo desta
no meio. Relacionando os gréficos obtidos com as concentra¢cdes conhecidas, pela contagem
na Camara de Neubauer e confirmacdo pela Lei de Lambert-Beer, é possivel estabelecer
padrdes quantitativos para cada espécie e, conhecendo-se 0 volume de uma solugdo contendo
essas bactérias, determinar a quantidade de bactérias em uma amostra, de forma mais prética e

rapida se comparada a outros métodos tradicionais.

2.11 RESULTADOS E DISCUSSAO

As bactérias analisadas foram denominadas, neste experimento, espécies 1 e 2. Em
todos os testes a concentragdo inicial foi de 1 x 10° bactérias representada nos gréficos pela
concentracdo [1,00] e a partir foram feitas diluicGes sucessivas dessas solugdes. Ao realizar
0S processos de espectroscopia nas amostras, observou-se que os graficos ndo apresentaram
picos de absorbancia bem definidos, impossibilitando a identificacdo das mesmas nessa faixa
do espectro eletromagnético. A Figura 8 mostra a comparacdo entre duas espécies de
bactérias. Nota-se que a diferenca estd apenas na escala de absorbancia e ndo no formato da
curva. No mesmo grafico existe uma curva da espécie com maior absorbancia, com a
concentracdo sendo Y2 da primeira. Esta se aproxima consideravelmente da curva da outra
espécie, mostrando que ndo existe diferenca entre o grafico de varredura das espécies e sim

entre suas concentragdes.

20 Espectro de varredura das bactérias 1 e 2
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—— Bactéria 1 [1,00]
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Figura 8: Gréfico representativo da comparacao entre as espécies 1 e 2.



37

Para garantir a pertinéncia do resultado citado acima, construiu-se o grafico
normalizado das curvas anteriores, comprovando a proximidade das curvas e a
impossibilidade de distinguir as espécies através das mesmas. Este grafico esta representado
na Figura 9. Nele pode-se observar que os graficos de mesma concentracdo de espécies
distintas sdo praticamente coincidentes, 0 que pode ser atribuido ao fato de ndo apenas a
quantidade de bactérias influenciar na absorbancia, mas também o tamanho e formato dos

individuos.

Espectro de varredura ds bactérias 1 e 2 normalizado

0,8

Bactéria 1 [1,00]
Bactéria 2 [1,00]
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0,4 -

Absorbancia

0,2

0,0
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300 400 500 600 700 800 900
Comprimento de onda [nm]

Figura 9: Gréfico representativo da comparagdo entre as espécies 1 e 2 normalizado.

As analises das amostras em solucBes com concentragcdes distintas apresentaram
resultados que permitiram diferenciar qualitativamente as concentracdes de cada espécie.
Como é sabido, a absorbancia € proporcional a concentracdo da solugdo. A Figura 10 mostra

as curvas de absorbancia comparativa das concentragdes.

1.8 7 Variagao da absorbancia com a concentragao

— Bactéria 2 [1,00]
—— Bactéria 2 [0,50]
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Figura 10: Gréfico comparativo de concentragdes distintas dentro de uma mesma espécie.
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Para comprovar a semelhanca das curvas de uma mesma espécie, foram criadas as
curvas normalizadas das concentragdes, que evidenciam tal fato pela quase coincidéncia entre

as curvas, mostradas na Figura 11.

Variagao da absorbancia com a concentragao normalizado
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Figura 11: Gréfico comparativo normalizado de concentraces distintas dentro de uma mesma espécie.

A concentracdo inicial das solugdes foram ajustadas para 1 x 10°, valendo-se da
contagem feita na cAmara de Neubauer. As varia¢es dos pontos nas curvas correspondentes a
comprimentos de ondas iguais obedecem a proporcdo de variagcdo nas concentracdes das
amostras, como previsto e comprovado pela lei de Lambert-Beer. A concentragdo 1, fugiu da

regido de linearidade por estar com valor elevado.

2.12 CONCLUSAO

A identificacdo e caracterizacdo de bactérias por espectroscopia ja ocupa uma posicao
de destaque na literatura especializada e se mostra muito eficiente para isto na regido do
infravermelho. Na regido do visivel, porém, os resultados ndo mostraram picos de absorbancia
bem definidos, impossibilitando a identificacdo das especies por este processo. Contudo, esta
técnica se mostrou bastante eficaz na finalidade de quantificacdo das bactérias, produzindo
resultados que mostram a relacdo linear entre a absorbancia da amostra e a concentracéo de

bactérias contida na mesma. Os gréficos respondem a variacdo de concentragdes de
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individuos dentro de uma mesma espécie, no caso estudado: coldnias de bactérias com a
mesma cor. Essa variacdo de concentragdo pode ter ocorrido pela diluigdo da amostra ou pelo
crescimento natural da populacdo. Desta forma, pode-se associar 0s espectros com os valores
das concentracdes previamente determinados, uma vez que foi realizada uma contagem na
Cémara de Neubauer e uma verificacdo pela Lei de Lambert-Beer da quantidade de bactérias
e, assim, definir um padréo quantitativo para cada espécie estudada.
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3. Artigo 2

METODOLOGIA DE APLICACAOE M:ANIPULAQA(I) DE CORES PRIMARIAS NA
IDENTIFICACAO DE BACTERIAS

3.1 RESUMO

A luz é uma radiacdo eletromagnética que pode ser percebida visualmente através de
cores quando esta interage com o meio. Alguns sistemas podem eliminar as caracteristicas
subjetivas de interpretacdo das cores, criando padrdes de representacdo para as mesmas.
Utilizando sistemas de representacdo de cores foi criada uma metodologia de identificagédo de
bactérias baseada nas informac6es das cores apresentadas pelas col6nias estudadas, em que as
mesmas sdo representadas no cubo de cores RGB e no diagrama de cromaticidade. A
identificacdo das bactérias se deu pela &rea que elas ocupam no diagrama, representada por

uma regido especifica para cada espécie.

Palavras-chave: Identificacdo de Bactérias. Cores Primarias. Diagrama de Cromaticidade.

3.2 ABSTRACT

Light is electromagnetic radiation that may be perceived visually by color when it interacts
with the environment. Some systems can eliminate the subjective interpretation of the
characteristics of color, creating patterns of representation for that. Using color representation
systems was created a methodology for identification of bacteria based on information from
colors displayed by the colonies studied, in which they are represented in the RGB color cube
and the chromaticity diagram. The identification of the bacteria is observed by the area they

occupy in the diagram, represented by a specific region for each species.

Key-words: Identification of Bacteria. Primary Colors. Chromaticity Diagram.
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3.3 INTRODUCAO

As cores podem ser percebidas de formas distintas por individuos diferentes. O termo
cor é entendido como uma sensa¢do captada pelo olho e conduzida até o cérebro através de
impulsos nervosos. Assim como todos os sentidos, essa sensibilidade é subjetiva e apresenta
variacdes entre os seres humanos (MEYER, 1998). De fato, a cor pode ser considerada uma
dimensdo adicional na identificacdo dos objetos, no entanto, ela ndo ¢ uma propriedade que
pertence aos materiais e sim um atributo perceptivo do individuo observador. As cores
percebidas correspondem a uma resposta produzida no cérebro ap6s a captacdo de luz do
ambiente (BRINDLEY, 1953). Contudo, existem padrdes que permitem definir uma cor
independentemente das particularidades do observador. Através da colorimetria (ciéncia de
medicdo de cores), € possivel expressar quantitativamente uma cor. Por meio de
transformac6es matemaéticas atribui-se a cada cor um valor numérico, codificando a mesma e
eliminando a subjetividade em sua percepcdo (CAVALCANTI, 2000). Diversos sistemas de
medicdo de cores apareceram com a finalidade de solucionar a necessidade pratica das
indUstrias de codificar e padronizar as cores (LOZANO, 1978). Em 1931, a Comissdo
Internacional de lluminacdo, CIE, criou a codificacdo RGB (Red, Green, Blue, para o
vermelho, o verde e 0 azul), que representa o espaco de todas as cores que podem ser obtidas
através dessas trés radiacbes de cores monocromaticas (JACK, 1994).

Sob essa Otica, este trabalho visa apresentar um método que utiliza o modelo de
representacdo de cores CIE-RGB na identificacdo de bactérias cujas coldnias apresentam
coloracOes especificas e bastante definidas. A identificacdo sera feita pela localizacdo das
cores, devidamente codificadas, observadas nas coldnias em um diagrama de cromaticidade
CIE-xyY. Para tornar possivel este feito serd necessario entender os conceitos relacionados as
cores e a formacao das mesmas nos objetos, assim como os fendmenos de absorc¢do e reflexdo
relacionados as cores. Sera preciso realizar transformacdes matematicas como mudancas de
coordenadas e ter um entendimento aprofundado dos sistemas e modelos que tentam codificar
e representar as cores de maneira padronizada, minimizando ao maximo a subjetividade da

interpretacdo das mesmas.
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Figura 12 — Bactérias do solo da restinga de Massambaba, Arraial do Cabo, R.J.

A Figura 12 mostra algumas bactérias que serdo estudadas, com a finalidade de
justificar a escolha de uma metodologia inovadora, que busca trabalhar com micro-
organismos explorando suas cores, criando padrdes de identificacdo que utilizem processos

rapidos e eficazes para este fim.

3.4 LUZ, COR E VISAO

A luz é uma radiacdo eletromagnética com comprimentos de onda compreendidos na
regido do visivel. Nesta regido do espectro, as radiacdes podem assumir diversas cores que
vao desde o violeta até o vermelho (GARCIA JUNIOR, 2002). O fato de enxergarmos 0s
objetos é possivel gracas a informacdo que nos chega através da luz. Esta é um fenémeno
fisico, mas a cor que observamos provém da interacdo da luz com o ambiente e,
posteriormente, com o sistema visual, sendo, portanto, considerada um fenémeno psicofisico
(GOMES; VELHO, 1998). O espectro de cores é produzido pelas ondas eletromagnéticas
monocromaticas e pela mistura destas. Os limites entre as cores ndo podem ser estabelecido
com exatiddo, uma vez que a percep¢do de cada cor varia de um individuo para outro e
depende, também, da forma como essa cor € interpretada no cérebro. Sendo assim, para
entender e classificar as cores em modelos e padrbes definidos torna-se necessario um estudo
ndo apenas dos conceitos fisicos envolvidos, mas também do sistema visual humano. Quando
misturam-se luzes monocromaticas referente as cores vermelha, verde e azul, pode-se obter
uma infinidade de outras cores e tonalidades, variando a propor¢éo de cada uma. O olho

humano possui células sensiveis a luz, que podem detectar quase toda essa variacdo de cores.
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(GUYTON; HALL, 1997). A Figura 13 mostra a forma como uma cor é percebida quando a
luz proveniente de um corpo luminoso (corpo que emite luz) ou iluminado (corpo que reflete
a luz) atinge o observador. Assim, pode-se considerar que trés componentes participam do
processo de percepcdo visual, sdo eles: a fonte de luz, o objeto iluminado e o olho humano.

Posteriormente as informacg6es séo interpretadas no cérebro.

Figura 13 — Diagrama representativo do processo de vis&o®.

Em consequéncia de tais fatos, a percepcdo da cor depende de fatores especificos que
variam de acordo com o ambiente, neste caso a iluminag&o, e de fatores bioldgicos, como as
caracteristicas dos olhos e o0s processos envolvidos na conducdo da informagdo. Tudo isso
torna a interpretacdo e a distingdo das cores pelo olho humano um fendmeno particular e
subjetivo.

Quando se faz referéncia a cor de um objeto, comumente considera-se que este objeto
estd sendo iluminado com luz branca. Esta é uma luz policromatica, ou seja, é constituida pela
superposicdo de todas as outras cores do espectro. Desta forma, quando um objeto é
iluminado com luz branca, seja a luz solar ou até mesmo a luz de uma lampada comum, ele
absorve algumas cores componentes dessa luz e reflete outras. A cor ou as cores que sdo
refletidas pelo objeto séo as cores que sdo percebidas visualmente pelo observador. A Figura
14 exemplifica este esquema de absorcdo e reflexdo, e as cores que sdo percebidas em
consequéncia de tal fato.

® Figura retirada do site: http://andre-godinho-cfq-8a.blogspot.com.br/2013/06/luz.html
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A Cor dags Corpos

Lluz Luz Fiie jii
branca  branca '& T
branca azul/

Corpc branco Corpo azul

O observador vé o corpo O observador vé o corpo
branco azul

Figura 14 — Esquema de absorcéo e reflexdo das cores’.

No entanto, quando algum objeto € iluminado com luz monocromatica ou quando ele
absorve todos os comprimentos de onda, como no caso de um corpo negro, nenhuma luz
chega aos olhos do observador e, dessa forma, na auséncia de luz, o objeto é visto sem

nenhuma cor e é identificado pela cor preta. A Figura 15 mostra 0s casos citados acima.

A Cor dos Corpos

Observador Observador

Luz Auséncia (g
azul de luz

Corpo negro Corpo vermelho

O observador vé o corpo O observador vé o corpo
preto preto
“né&o recebe luz” “né&o recebe luz”

Figura 15 — Esquema de absorcéo e reflexdo das cores.

Dessa forma fica evidente a subjetividade das cores percebidas quando observa-se
algum objeto. Pela Figura 16 pode-se perceber que a cor de um objeto ndo depende apenas da
sua natureza ou de sua composi¢do, mas também da cor da luz com que ele é iluminado. A
cor de um corpo para um observador € a cor que ele reflete, assim, um objeto visto na cor

branca esta refletindo todas as cores do espectro, ndo absorvendo nenhuma.

" As figuras 14, 15, 16, 21 e 22 foram extraidas do site: http://slideplayer.com.br/slide/1749165/. Acessado em
10 out. 2014.


http://slideplayer.com.br/slide/1749165/
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A Cor dos Corpos

Observador Observador

Luz \
azul u, branca

Corpo branco Corpo verde

O observador vé& o corpo O observador vé o corpo
azul verde

Figura 16 — Esquema de absorcéo e reflexdo das cores.

3.5 TEORIA DO TRI-ESTIMULO

A teoria tricromatica, proposta no inicio do século XIX por Thomas Young, afirma
que o olho humano possui receptores para o vermelho, o verde e o azul, que sdo trés cores
primarias. Todas as outras cores seriam formadas por um somatério dessas trés cores em
proporcOes variadas, considerando as especificidades do olho humano e a interpretacao
cerebral de cada cor. Uma pessoa que, por algum motivo, ndo tem a capacidade de enxergar
uma dessas cores primarias, também ndo pode perceber as cores que as tem como componente
(YOUNG, 1802). Posteriormente, Hermann von Helmholtz trabalhou na teoria de Young e
afirmou que o cérebro humano pode realizar todas as matizes de cores do espectro visivel a
partir da sintese das trés cores primarias (HELMHOLTZ, 1855). Essas ideias foram
confirmadas por Maxwell que, em seus estudos, conseguiu comprovar que as trés cores
primarias podem produzir qualquer outra cor do espectro eletromagnético visivel. Além disso,
ele enriqueceu a teoria e a compreensdo da visdo em cores, explicando algumas deficiéncias
que alguns individuos apresentam na percepcdo das cores. Deve-se ressaltar que esta teoria
leva em conta principalmente os aspectos fisicos da formacdo e da natureza das cores, ndo
considerando fatores bioldgicos como o processamento da informacéo pelo cérebro que chega
as células crométicas dos olhos através da luz.

A teoria de que todas as cores podem ser formadas pelas cores primarias se relaciona
com o fato de que 0s cones existentes na retina sdo sensiveis a essas trés cores, representadas

pelas letras R (red), G (green) e B (blue), que fazem referéncia, no inglés, as cores vermelho,
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verde e azul, respectivamente (MAXWELL, 1855). Segundo Lopes (2003), o que permite
interpretar comprimentos de ondas diferentes correspondendo a cores diferentes, é a diferenca
entre as respostas dos trés tipos de cones. Esta interpretacdo € conhecida como teoria dos trés
estimulos. Esta teoria postula que qualquer cor (comprimento de onda) do espectro visivel
pode ser reproduzida através da adi¢do dos resultados obtidos pelo estimulo dos trés tipos de
cones de forma diferente. A cor percepcionada depende unicamente da relacdo entre os trés
estimulos. Ainda segundo Lopes (2003), cones sao células da retina que, como sugerido pelo
nome, sdo aproximadamente conicas, mais largas que os bastonetes e um pouco mais curtas.
Eles sdo sensiveis a luz em apenas algumas faixas de comprimentos de onda. Na regido do
vermelho, observa-se o0s cones do tipo p, na faixa do verde cones do tipo y e, no azul, cones
do tipo PB. Essa sensibilidade dos cones esta representada na Figura 17, onde fica evidente que
0S cones sdo sensiveis a gama de cores e ndo a cores especificas, com comprimentos de onda
bem definidos.
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Figura 17 — Sensibilidade relativa dos cones nas faixas do vermelho, verde e azul.

Outra consequéncia da teoria dos trés estimulos é a verificacdo de que da combinacgéo
de cores diferentes pode resultar uma cor inica, como € o caso da cor “cido”. Essas cores sdo
chamadas de metameras ou metamero, que séo duas cores espectralmente diferentes, mas que
produzem a sensagdo de uma mesma cor (LOPES, 2003).
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3.6 COLORIMETRIA E SISTEMAS DE CORES

Para trabalhar com as cores é necessario entendé-las e padroniza-las. Por este motivo,
desenvolveram-se estudos com a finalidade de representar descrever e medir as cores.
Segundo Gomes e Velho (1998), a colorimetria é a ciéncia que representa as cores com
medidas fisicas. No entanto, pelo fato das cores dos objetos dependerem da visdo, da luz e de
particularidades do individuo, elas tornam-se um atributo subjetivo e podem, de maneira
geral, ser descritas por medidas perceptiveis.

As medidas fisicas utilizam conceitos fisicos tedricos para representar as cores, como
0 estudo da superposicdo das ondas monocromaticas do espectro, uma vez que este processo
permite a obtencdo das demais cores na regido do visivel (RESNICK; HALLIDAY;
WALKER, 2010). Estes conceitos afirmam que a cor é definida pela frequéncia da luz,
contudo, as faixas de cores s&o comumente representadas por seus comprimentos de onda. Em
decorréncia de tal fato, varios sistemas de medicdo surgiram baseados em estudos das cores
primarias, com o intuito de padronizar a representacdo das cores, como o sistema CIE-RGB e
0 CIE-XYZ, que serdo abordados mais adiante neste trabalho.

J& as medidas perceptiveis abordam aspectos genéricos relativos a cor estudada. A
percepcdo da luz pelos olhos se da pela luminancia, saturacdo e tonalidade da cor.
(GONZALEZ; WOODS, 2003). A luminéancia esta diretamente relacionada com a quantidade
de energia da luz percebida por um observador. Este conceito é popularmente conhecido
como brilho da cor (GONZALEZ; WOODS, 2003). Para melhor entender o conceito de
lumindncia, faz-se necessario uma abordagem fisica quantitativa. Quando uma luz
monocromatica com 1 watt de poténcia atinge o olho humano, a resposta que este apresenta
para o brilho percebido ndo é constante quando varia-se o comprimento de onda. Como
mostra a Figura 18, a resposta é méaxima na faixa do verde, no comprimento de onda de 555

nm.
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Sensibilidade Relativa

400 555 700 (nm)
Comprimento de Onda

Figura 18 — Sensibilidade relativa ao brilho com resposta méaxima na faixa do verde.

O grau de pureza da cor é medido pela saturacdo da mesma, que significa uma
graduacdo entre a cor pura, monocromatica e a luz branca, sendo que a saturacdo é maxima na
luz monocromatica e minima na luz branca, onde na verdade ela pode ser considerada nula. E
importante frisar que o brilho ndo possui definicdo uniforme na literatura, uma vez que este
possui carater subjetivo praticamente impossivel de ser medido, no entanto, € consenso que
ele esta diretamente ligado ao conceito de luminancia da imagem e este termo € utilizado para
emissdo e relexdo da luz em corpos luminosos ou iluminados (GOMES; VELHO, 1998). Ja a
tonalidade de uma cor € a grandeza que diferencia uma cor de outra ou a predominancia de
uma delas em uma cor indefinida, ou seja, a cor é identificada pela cor monocromatica mais
préxima a ela. Este processo acontece por meio de comparagdes com cores previamente
conhecidas e bem definidas no espectro visivel (GOMES; VELHO, 1998). Quando juntas,
saturacdo e tonalidade formam a crominancia, grandeza que n&o depende do brilho e
consequentemente € invariante a este.

Um dos modelos mais utilizados em representacdo de cores € provavelmente o espago
RGB. Este modelo é baseado no principio de que varios efeitos cromaticos podem ser obtidos
incidindo a luz branca em filtros vermelho, verde e azul, produzindo feixes de luz nas cores
especificas e produzindo cores secundarias atraves da superposi¢do das primeiras, como

mostra a Figura 19.
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Figura 19 — Sintese aditiva das cores primérias e subtrativa das cores secundaérias®.

A luz branca é obtida na interse¢do das luzes projetadas pelos trés circulos, sendo,
segundo Souto (2000), uma composicao entre as cores primarias, que sao assim definidas por
ndo ser possivel reproduzi-las a partir de misturas de outras cores. J& as outras cores podem
ser obtidas por combinacg®es variaveis das cores primarias.

O espaco de cores RGB € normalmente representado por uma figura geométrica
denominada cubo de cores. Este esta representado na Figura 20.
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Figura 20 — Espaco representativo de cores RGB.

8 As Figuras 19 e 20 foram extraidas do site http://www.ufrgs.br/engcart/PDASR/formcor.html.


http://www.ufrgs.br/engcart/PDASR/formcor.html
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Representando o cubo das cores com suas arestas medindo uma unidade e
posicionando-o da forma mostrada na Figura 20, temos a cor preta representada na origem e a
cor branca esta no vértice de coordenadas (1,1,1), as outras cores primarias se localizam nos
vertices que estdo sobre o0s eixos, enquanto 0s outros vertices abrigam as cores
complementares de cada cor priméria. J& no interior do cubo, cada ponto representa uma cor
formada pela composicao das trés cores primarias, vermelho, verde e azul, com seus valores
variando entre O e 1.

A diagonal principal do cubo, que liga 0 vértice que representa a cor preta ao vértice
que representa a cor branca, representa os tons de cinza. Como qualquer ponto nesta diagonal
estd equidistante dos vértices sobre os eixos, pode-se concluir que esses tons de cinza sdo
formados por quantidades iguais de todas as cores primarias.

Os comprimentos de onda definidos para o sistema RGB apresenta uma diferenca em
relagdo aos comprimentos de onda observados pelos cones humanos. Essa diferenca, que
sofreu varia¢des ao longo dos anos, é maior para o vermelho, diminuindo para o verde e o

azul respectivamente (LOPES, 2003), como mostra a Tabela 3.

Tabela 3 — Comprimentos de onda das cores primarias

Cor Comprimento de Onda RGB Comprimento de Onda Cones
Vermelho 700 nm 570 nm
Verde 546 nm 535 nm
Azul 435,8 nm 445 nm

Devido a essa diferenca, quando, por exemplo, em um monitor de computador,
misturavam-se as trés luzes emitidas por tubos de raios catddicos, a cor pretendida nédo
correspondia a cor detectada pelo olho humano, tendo sido, por este motivo, necessario mudar
as proporgdes das intensidades das cores primarias emitidas. No entanto, a0 mudar essas
proporgdes, pode-se assumir valores de tri-estimulos negativos para alguns comprimentos de
onda, como mostra a Figura 21, o que impossibilita, neste sistema, a reproducao de todas as

cores do espectro visivel por computadores (LOPES, 2003).
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Valores dos tri-estimulos

Figura 21 — Valores dos tri-estimulos para as cores primarias no sistema CIE-RGB.

Para corrigir este problema a CIE, em 1931, criou um novo modelo de representacio
de cores, chamado de espaco X, Y, Z, onde as cores primarias sdo Vvirtuais, ndo
correspondendo mais as cores visiveis, obtidas através de transformacdes onde todas as
componentes produzem valores de tri-estimulos sempre positivos, tornando possivel a
reproducdo de todos os comprimentos de onda do espectro visivel (WRIGHT, 1941;
WYSZECKI, STILES, 1982). Devido a incapacidade de reproduzir todas as cores visiveis
utilizando o modelo CIE-RGB, foi criado o modelo CIE-XYZ, que foi definido de forma que
as funcdes de ajuste de cor de suas cores primarias tivessem sempre valores positivos. As

curvas de ajuste deste novo modelo estdo expressas na Figura 22.
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Figura 22 — Valores dos tri-estimulos para as cores primarias no sistema CIE-XYZ.
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O sistema CIE-XYZ foi definido de forma que duas cores primérias, X e Z tivessem
luminéncia nula. Assim apenas a componente Y tem influéncia da luminéancia. A reta XY é
formada com o objetivo de se obter o maior nimero possivel de cores espectrais, com
algumas coordenadas de cromaticidade nula e a reta YZ é tracada de forma a minimizar a area
do tridngulo formado neste processo. As cores primérias X, Y e Z estdo situadas nos vértices
desse triangulo como mostrado na Figura 23. Nota-se que todas as cores do sistema RGB

estdo compreendidas no sistema XYZ.

-1.8-1.4-12-1.0-02-06-04-0.2

Figura 23 — Espago CIE-XYZ abrangendo o espaco CIE-RGB.

As cores primarias deste novo sistema assumem entdo as coordenadas, em relagéo ao

sistema RGB, apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4: Coordenadas de cromaticidade do sistema XYZ

Cor r = D
X 1.2750 -0.2778 0,0028
Y -1.7393 2.7673 -0.,0280
Z -0.7431 0.1409 1.6022
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De acordo com (LOPES, 2003), o espaco que contem todas as cores visiveis do
espectro esta localizado no octante onde os coeficientes das variaveis X, Y e Z s&o positivos,
uma vez que neste sistema, os valores das funcfes de ajuste sdo intrisicamente positivos. Este
espaco esta representado na Figura 24. Ele possui a forma de um cone com vértice na origem
do espaco XYZ e uma seccdo reta, paralela ao plano X + Y + Z = 1 em forma de ferradura.
Este sistema também define uma luz branca de referéncia, que corresponde a luz do sol

emitida a temperatura de 6774 K e € chamada de iluminante C.

Figura 24 — Sélido de cores formado por todas as cores visiveis do espectro®.

3.7 DIAGRAMA DE CROMATICIDADE

O diagrama de cromaticidade é construido a partir do sistema CIE-xyY. Ele consiste
na representacdo das cores criadas por uma luz ou mistura de luzes no plano xy, a fim de
identificar uma cor por comparagdo aos padrdes de cores ja definidos. O diagrama ordena as
cores, tentando organiza-las em um espaco uniforme, de acordo com nossa percepcao e
sensibilidade, no entanto, distancias iguais no diagrama ndo correspondem a distancias
perceptuais iguais (FEITOSA-SANTANA, 2005; LEE, 2008). A Figura 25 apresenta

diagramas de cromaticidade com todos os valores de cromaticidade para as cores visiveis.

% Figura extraida de Lopes (2003).
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Como a luminosidade ndo é considerada neste diagrama, cores com intensidades luminosas ou
brilhos diferentes ocupam o mesmo ponto no grafico se possuirem coordenadas de

cromaticidade iguais.

Figura 25 — (a) Diagrama de cromaticidade (b) Diagrama com sentido da saturag&o™.

Neste diagrama, as cores puras do espectro visivel localizam-se nas bordas. Como ja
dito anteriormente, as cores puras apresentam maxima saturacdo. Sendo assim, pode-se
definir o sentido de saturacdo no diagrama pelas setas representadas na figura 21b. Se as setas
forem percorridas no sentido oposto, serd encontrado o ponto de saturacdo minima ou nula,
que corresponde a luz branca. Este ponto se localiza, aproximadamente, sobre as coordenadas
de valor 1/3. Cores puras, como 0 magenta, que ndo se encontram no espectro visivel, estdo
situadas na reta que forma a base do diagrama (LOPES, 2003). Uma propriedade muito
relevante do diagrama de cromaticidade é a linearidade que ele apresenta. Sendo assim, de
acordo com Lopes (2003), um segmento de reta que une dois pontos que representem duas
cores quaisquer, contém todas as cores possiveis de se obter pela mistura dessas duas cores

nas proporcdes necessarias para formar a cor desejada.

10 Figura retirada do sitio http://www.dca.fee.unicamp.br.


http://www.dca.fee.unicamp.br/
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3.8 MATERIAL E METODOLOGIA

Para realizacdo dos experimentos foram utilizados softwares e aplicativos gratuitos de
facil acesso, com o objetivo de tornar os experimentos viaveis e executaveis com simplicidade
e rapidez garantindo resultados confiaveis. As fotografias foram tiradas com uma Camera
iSight de 8 megapixels de 1,54, abertura f/2.2 com lente de cristal de safira, filtro IV hibrido,
sensor de retroiluminacdo, estabilizador de imagem e foco automatico e, para identificacdo
das cores, foi usado o aplicativo ColorHelper. Este aplicativo permite que a foto seja tirada
através dele ou que a mesma seja recuperada da biblioteca de arquivos da camera. Estando
definida a imagem, pode-se selecionar pontos especificos da fotografia com um grau de
precisao, fornecida pelo aplicativo, que varia em uma escala de 1 a 20, garantindo assim, que
as cores analisadas foram exatamente do ponto pretendido no objeto. Neste experimento foi
utilizada a menor escala, que permitiu analisar a menor regido possivel da figura. O aplicativo
entdo fornece a composicdo da cor e da regido selecionada em RGB, assim como a

identificacdo dessa cor em hexadecimal. A Figura 26 exemplifica as funcdes citadas acima.

Figura 26 — Aplicativo de medicao dos valores das cores priméarias RGB.
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Para a localizacdo no cubo de cores, foi utilizado um software gratuito disponivel on-
line em www.uff.br, na pagina denominada “O Sistema RGB ¢ o Cubo de Cores”. Neste
programa basta fornecer os valores das componentes RGB e a cor estudada € posicionada no
cubo. A Figura 27 d&d um exemplo de algumas cores representadas no cubo.

0 Cubo de Cores

" o « A o | -
05—« |
e e ] -

Marcar esta cor no cubol |

Apagar lodas as cores marcadas! |

I Exibir estrutura principal

[~ Exibir diagonal

[ Exibir 05 valores RGE das cores marcadas
[ Habilitar iluminagdo

[ Exibir cores que poSsuem wum nome

Figura 27 — Software representativo do cubo de cores RGB.

Ja para a representacdo das cores no diagrama de cromaticidade, foi utilizado o
software Color Calculator, desenvolvido pela empresa Radiant Imaging, disponivel
gratuitamente para download no site da empresa, no endereco http://www.radiantzemax.com. O
programa fornece o diagrama de cromaticidade quando lhe s&o dadas as coordenadas x e Y,
obtidas das coordenadas de cromaticidade através dos processos de transformacdes ja
descritos. Apos este passo, a cor desejada é identificada em pontos no diagrama mostrado na

Figura 28.


http://www.uff.br/
http://www.radiantzemax.com/
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Figura 28 — Imagem do diagrama de cromaticidade no software Color Calculator.

Além de representar as cores no diagrama de cromaticidade CIE-xyY, o software
também faz conversdes de unidades de cromaticidade e representagdes em outros sistemas.

A metodologia foi estudada e proposta em conjunto pelos professores Doutores:
Victor Saraiva Barbosa e Alexandre Peixoto do Carmo, e pelo mestrando Thiago Alonso
Merici. O experimento é constituido de processos muito simples e é realizado em conjunto
com a equipe do Laboratério de Ecotoxicologia e Microbiologia Ambiental (LEMAM). As
bactérias estudadas sdo bactérias do solo coletadas pela equipe do LEMAM. O foco deste
trabalho esta nos experimentos de identificacdo das mesmas através de processos fisicos. Por
este motivo, este trabalho ndo tratard dos métodos de coleta, apenas fard& uma abordagem
resumida dos protocolos dos meios de cultivo das bactérias.

O experimento se dad com as bactérias em meio solido (1 litro de LB preparado; 20
gramas de agar; colocar no agitador até homogeneizar completamente; autoclavar por 20
minutos a uma temperatura de 120°C e uma pressao de 1 atm e, armazenar na geladeira a uma
temperatura de 4 °C). Elas sdo colocadas neste meio logo ap6s serem coletadas e replicadas
neste a partir dai. Apos crescerem em meio solido dentro de uma estufa, as bactérias séo

separadas de acordo com suas caracteristicas visualmente perceptiveis sendo, dessa forma,
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separadas por espécie. ApoOs este processo elas sdo colocadas novamente para crescerem e,
posteriormente, sdo mantidas a baixas temperaturas para diminuir a taxa de crescimento.

O tempo adotado para iniciar o experimento € de 24 horas, no que diz respeito ao
periodo de crescimento das bactérias. Elas sdo levadas entdo para o laboratorio de Fisica,
onde s&o tiradas as fotografias, sempre no mesmo local e com o0 mesmo padrdo de iluminagéo.
A luz do sol e as luzes de ldmpadas comuns s&o consideradas luzes brancas e por este motivo
sdo chamadas de iluminantes padrdo. A distancia entre a cdmera e a placa também foi mantida
constante nos experimentos e para esta foi estipulado o valor de 10 cm, ajustado
experimentalmente para uma melhor captacéo da imagem.

O processo seguinte se deu através do aplicativo ColorHelper, que fornece a
composicdo da cor em RGB do ponto escolhido. O procedimento foi realizado em cinco
placas e em cada placa foram escolhidos cinco pontos para analise. Cada placa forneceu uma
informagdo de cor para o experimento, uma vez que dos cinco pontos citados foi calculada
uma média aritmética simples com o objetivo de aumentar a confiabilidade da cor e a
pertinéncia desta a col6nia estudada.

Uma das maneiras proposta para identificar um padrdo que especifique as espécies
quanto as suas cores foi a representagdo destas no cubo de cores RGB. Este primeiro
procedimento é bastante simples, uma vez que a entrada de dados no programa é feita com os
préprios valores em RGB. Foram entdo analisadas as posi¢Oes das cores que representam cada
espécie dentro do cubo, relacionando a proximidade dos pontos que representam espécies
iguais e a distancia destes com o0s que representam espécies diferentes, buscando conclusdes
I6gicas para estes resultados.

Para a representacdo das cores no diagrama de cromaticidade, sdo necessarios alguns
procedimentos de conversdes de sistemas. Estes foram descritos detalhadamente na revisdo da
literatura. As cores que, a principio, estdo no sistema CIE-RGB, sdo normalizadas e
convertidas para o sistema CIE-XYZ. Apos este procedimento, ainda é preciso fazer outra
conversdo: do sistema CIE-XYZ para o sistema CIE-xyY. As espécies sdo entdo
representadas através das coordenadas de suas cores no plano Xy e, como no processo
anterior, sdo analisadas quanto as suas posi¢0es no diagrama, fornecendo informagdes quanto
a especificacdo das espécies e identificando o comprimento de onda das cores

monocromaticas predominantes em cada uma, como explica a Figura 29.
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Figura 29 — Diagrama de determinacéo do comprimento de onda das cores monocromaticas.

Nesta figura esquematica, pode-se definir o comprimento de onda da cor dominante,
tracando uma semi-reta partindo do ponto acromatico e passando pela cor escolhida, no caso
da figura, a cor c. A cor dominante pode ser entendida como uma cor pura do espectro, que

produz a cor em questdo ao ser misturada com a cor branca em proporgdes apropriadas.

3.9 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram submetidas a este estudo quatro espécies distintas, que foram aqui
representadas pelas letras A, B, C e D, com o objetivo de eliminar possiveis influéncias dos
nomes de suas cores perceptuais, dando foco para as cores, obtidas pelo método apresentado.

A representacao das cores no cubo de cores mostrou que todas as culturas obedecem a
um padréo de localizacdo, considerando pontos distintos dentro da mesma col6nia ou mesmo
comparando coldnias diferentes. Como o experimento foi realizado formalmente em
triplicata, os dados também s&o multiplicados por trés. Sendo assim, além das comparacGes
dentro de um processo experimental, realizou-se também analises comparativas entre um
experimento e outro, o que possibilitou a comprovacdo e aumento da confiabilidade dos
resultados.

Foram comparados 5 pontos selecionados aleatoriamente dentro de uma mesma placa.

Este procedimento foi realizado com o intuito de comprovar que a cultura apresenta um
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padrdo de homogeneidade no que diz respeito a sua cor. Ele foi repetido igualmente para as
outras culturas estudadas, com o0 mesmo objetivo, obtendo éxito em todos.

A andlise da relacdo entre as placas foi realizada adotando cada placa como um ponto.
Para isto extraiu-se a média dos 5 pontos selecionados em cada colénia e, novamente,
observou-se a regularidade na regido de localizagdo dos pontos que representam bactérias de
mesma espécie, uma vez que eles se encontram consideravelmente proximos, acontecendo
inclusive a superposicao de alguns deles.

A Figura 30 mostra a dispersdo minima, encontradas nas amostras do tipo A, e
maxima, encontradas nas amostras do tipo D, evidenciando que ambas ocupam localiza¢des

bem definidas no cubo de cores.

Figura 30 — Dispersdo comparativa das amostras do tipo A e tipo D no cubo de cores RGB.

Para comprovar a possibilidade de identificacdo destas bactérias a partir de suas cores,
além de mostrar que as mesmas obedecem a um padrdo entre si, € importante demonstrar que
elas também se diferenciam e se distanciam na representac¢do no cubo de cores, o que habilita
a continuacdo do processo, com a intencdo de representa-las no diagrama de cromaticidade
onde elas poderdo ser identificadas de acordo com a area correspondente a cada espécie. A
Figura 31 mostra a representacdo de todas as placas no cubo de cores em duas posicdes
distintas e evidencia que cada tipo de bactéria ocupa uma regido especifica e Unica do espaco

em questéo.
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Figura 31 — Representac¢do das localizagdes de todas as espécies no cubo de cores RGB.

As colbnias do tipo B e do tipo C, praticamente ndo podem ser distinguidas
visualmente, nota-se claramente que elas possuem uma proximidade consideravel no cubo.
No entanto, se a perspectiva de visualizagéo for alterada, uma vez que o cubo pode ser girado
em torno de suas trés dimensdes, a separacdo ente elas pode ser mais claramente percebida,
comprovando a distin¢do de regides ocupadas por elas no espaco de cores.

O processo de identificacdo foi realizado no diagrama de cromaticidade CIE-XyY.
Todos os valores medidos em RGB foram convertidos para os sistemas de cores necessarios,
conforme descrito anteriormente neste artigo. Primeiramente, foram comparadas as
informac@es dos trés experimentos, para comprovar que os dados referentes a mesma espécie
de bactéria se limitam a uma regido de localiza¢do no diagrama, além de relacionarem entre si
no que diz respeito a distancia entre eles, o que foi verificado.

Para localizar as bactérias no diagrama de cromaticidade, foram calculadas as médias
de todos os valores medidos (experimento realizado em triplicata onde foram analisados 5
pontos de cada placa em 5 placas de cada uma das 4 espécies estudadas, totalizando 300
pontos) para cada espécie com seus respectivos erros, mostrados na Tabela 5, de forma a

transforma-los em um unico ponto a ser representado no gréafico.



Tabela 5 — Médias dos valores RGB
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Espécie R G B AR AG AB
A 197 80 32 19 15 8
B 171 163 14 9 10 3
C 197 174 13 9 9 3
D 217 201 185 10 14 9

Estes pontos revelaram-se em localizacBes distintas e independentes no diagrama,

além do ponto acromético, como mostra a Figura 32.
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Figura 32 — Localizacdo média de cada espécie e do ponto acromatico no diagrama de cromaticidade.

Uma forma de demonstrar a especificidade de cada espécie é aplicar o método que

define o comprimento de onda predominante em uma cor especifica no diagrama. Para isso,

conforme teoria ja apresentada, basta tracar uma semi-reta iniciando no ponto acromatico
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passando pelo ponto escolhido. O ponto de interceptacdo da mesma com a escala graduada de
comprimentos de onda define o valor do comprimento de onda dominante na formagéo da cor
em questdo. A Figura 33 mostra que cada espécie é formada por uma cor especifica e

diferente das demais.
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Figura 33 — Comprimento de onda predominante em cada espécie.

Com o objetivo de melhorar a confianca da informacdo acima, considerou-se o erro
determinado pelo desvio padrdo de todas as medias realizadas. Ao adotar o valor médio
somado ao seu respectivo erro e 0 mesmo valor subtraido de seu respectivo erro, a informacao
de cada espécie deixa de ser representada por um ponto para se tornar um intervalo. A Figura
34 explicita os intervalos que compreendem os comprimentos de onda referentes & formacéo

da cor de cada espécie.
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Figura 34 — Faixa de variagdo de comprimentos de onda dominantes de cada espécie.

E interessante notar que os intervalos ndo se sobrepdem, ndo existindo, dessa forma,
intersecdo entre eles. Essa informacdo representa, com uma consideravel margem de
confiabilidade que, em nenhuma hipdtese, as espécies estudadas podem ser representadas pela
mesma cor. No entanto, pela amplitude da faixa de identificacdo, ainda ndo se pode afirmar
que todas as bactérias dentro da mesma faixa sdo da mesma espécie, uma vez pretende-se
generalizar os resultados deste estudo para aplicacbes em um numero mais abrangente de
espécies.

Para entdo, restringir a regido do diagrama a uma espécie Unica, possibilitando a
identificacdo da mesma, construiu-se a area de abrangéncia de cada tipo de bactéria no
diagrama de cromaticidade. Esta area foi obtida utilizando-se os valores dos erros maximos e
minimos de X e y retirados do desvio padrdo de todas as medidas realizadas neste
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experimento, fazendo, destes pontos, coordenadas do plano que, consequentemente, resultam
em um retangulo, como pode ser observado na Figura 35.

Chart Conversions Definitions About Radiant Imaging Help

® B & N[+ o 349 of 000 corundefined AE= @) 0

CIEy o2
0.8 ]
i ;
3 - RADIANT =
IMAGING 1
] ,“r SEE THE DIFFERENCE™ ]
0.6 & 7 ]
] 1570
v
wy e
590
0.4 500
61
630
490 770 1
0.2
480
E 470
0.0 450 .
] we CIE x ]
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Figura 35 — Regides de identificacdo de cada espécie no diagrama de cromaticidade.

Baseado na quantidade de medicGes realizadas e na repeticdo dos experimentos, pode-
se considerar que cada regido delimitada pelos pontos no diagrama acima representam tipos
diferentes de bactérias, uma vez que todas as medidas com seus respectivos erros se
encontram nas areas de abrangéncia relacionadas a cada espécie estudada.

Sendo assim, ao submeter uma bactéria desconhecida a estes procedimentos e, tendo
como resultado a localizagdo dos dados que a representam no interior de alguma dessas
regibes delimitadas no diagrama de cromaticidade, pode-se, com enorme margem de
confiabilidade, afirmar que a mesma pertence a espécie correspondente a esta area, 0 que
caracteriza estes processos como uma metodologia e um padrao fenotipico de identificacdo de

bactérias. Contudo, é importante ressaltar que as especificidades do meio onde as bactérias
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foram coletadas podem alterar fenotipicamente suas caracteristicas se comparadas as de outras

regides, influenciando nos resultados do experimento.

3.10 CONCLUSAO

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de uma metodologia inovadora
para identificacdo de bactérias do solo, utilizando técnicas na area da colorimetria, o que
permitiu explorar caracteristicas particulares relacionadas as cores das espécies coletadas na
restinga de Massambaba, em Arraial do Cabo, Rio de Janeiro.

Foram feitas conversdes de sistemas de cores com finalidade de representar cada
espécie em uma area definida no diagrama de cromaticidade. Ficou demonstrado que cada cor
correspondente a uma espécie estava contida em uma faixa de comprimentos de onda
especifica e totalmente distinta das demais, o que significa que cada cor resultante do
experimento possui uma cor espectral predominante Unica.

O objetivo principal, de identificacdo, foi obtido através da determinagdo de uma area
especifica para cada espécie no diagrama de cromaticidade. Esta area foi calculada
maximizando os erros, uma vez que estes foram obtidos pelo desvio padrdo de todas as
medidas realizadas no experimento, garantindo que todos os pontos, mesmo com 0 maior
desvio possivel no resultado, se encontrardo dentro de sua respectiva regido.

A regido que corresponde a cada bactéria no diagrama de cromaticidade é considerada
muito pequena em relacdo ao espaco de cores, conferindo uma particularidade aos pontos que
se encontram dentro da mesma, validando o método de identificacdo, uma vez que se pode
afirmar que todas as espécies abrangidas por areas especificas sdo de uma mesma espécie. E
importante ressaltar que a eficiéncia destes resultados se aplicam apenas as bactérias do solo
da restinga de Massambaba em Arraial do cabo, fazendo-se necessario realizar mais

experimentos para futuras generalizagdes.
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