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RESUMO

GOMES, A. C. S. Desenvolvimento e utilizacdo de um novo sistema submersivel de
imageamento e visio computacional para o estudo da dinidmica de particulas e
organismos planctonicos na Enseada do Flamengo, Ubatuba (SP). 2018. 87f. Dissertacao
(Mestrado) — Instituto Oceanografico, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Neste trabalho foi desenvolvida uma instrumentagao Optica in-line para filmagem de
particulas in situ, utilizando a técnica de sombreamento, acompanhada de softwares para
processamento das imagens. As novas ferramentas foram implementadas e foi conduzido um
estudo de caso para a avaliacdo da dindmica de particulas e suas forgantes ambientais em
uma regido costeira de Ubatuba. O sistema com 4 sensores acoplados, adquiriu dados
oceanograficos e de imagens a cada 40 minutos, no periodo entre 20 de fevereiro e 7 de junho
de 2017. Dados metereoldgicos adicionais foram obtidos para analises correlativas. Testes
com os softwares de visdo computacional estabeleceram o uso dos filtros de tamanho entre
500 e 16300 pixels e contraste maior que 50% para segmentacdo das Regides de Interesse
(ROIs). Os testes também indicaram a melhor performance do algoritmo de segmentagdo
Mode Value e de uma base de treinamento composta por 9 classes com 300 organismos cada
para a classificagdo automatica. Devido a baixa acuricia obtida na etapa de classificacdo
automatica de imagens desconhecidas de organismos (27%), os objetos foram analisados
nesse estudo como particulas, divididos de acordo com o tamanho de seu eixo maior em trés
ranges (<385 um; 385-620 um; >620um). A analise das particulas, por questdes estatisticas,
considerou o maior intervalo de amostragens continuas da série, de 5 de abril a 7 de maio de
2017. Primeiramente a série de cada varidvel foi decomposta em componentes harmonicas,
com base na andlise de Fourier, visando detectar padrdes recorrentes e, em seguida, as
variaveis com picos de densidade espectral mais expressivos em frequéncias da ordem de
uma semana e de um dia foram comparadas por meio da coeréncia quadrada. As particulas
menores, do range 1, foram as que melhor representaram a abundéncia total e os maiores
valores de coeréncia foram entre as varidveis com periodo caracteristico de um dia. A
instrumenta¢do implementada e testada ao longo de cerca de 3 meses possibilitou a aquisi¢ao
de imagens de qualidade e de resultados iniciais uteis para o aprimoramento do sistema,
visando instalagdes futuras de longo prazo em ambientes costeiros. Palavras chave:

Sistemas optico; Particulas; Plincton; Classificacdo automatica; Ubatuba.
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ABSTRACT

GOMES, A. C. S. Development and implementation of a new submersible imaging
system and computer vision tools for a study on particle and plankton dynamics in the
Flamengo bay, Ubatuba (SP). 2018. 87f. Dissertation (Master) — Oceanographic Institute
of University of Sao Paulo, Sao Paulo.

In this work, in-line optical optical instrumentation was developed for in situ particle filming,
using the shadowgraphic technique, accompanied by image processing software. The new
tools were implemented and a case study was carried out to evaluate the dynamics of particles
and their environmental forcing in a coastal region of Ubatuba. The system, with 4 coupled
environmental sensors, acquired oceanographic and image data every 40 minutes, between
February 20 and June 7, 2017. Aditional meteorological data were obtained for correlative
analyzes. Tests with the implemented computer vision software have stablished the use of
size filters between 500 and 16300 pixels and contrast level greater than 50% for the
segmentation of Regions of Interest (ROIs). The test also indicated the best performance of
the Mode Value segmentation algorithm and of a training set composed by 9 classes with
300 organisms each for automatic classification. Due to the low global accuracy obtained in
the automatic classification stage of unknown images of organisms (27%), the objects were
analyzed in this study as particle, divided according to the size of their major axis in three
ranges (<385 pum; 385 - 620 pum; >620um). Particle analysis, for statistical reasons,
considered the largest continuous sampling range of the series, from April 5 to May 7, 2017.
First, the series of each variables decomposed into harmonic components, based on Fourier
analysis, aiming to detect recurrent patterns, and then the vriables with more expressive
spectral density peaks at frequencies of the order of one week and one day were compared
by means of square coherence. The smaller particles of range 1 were the ones that best
represented the total abundance, and the highest values of coherence were among the
variables with characteristic period of one day. The instrumentation implemented and tested
over about 3 months allowed the acquisition og high-quality images and the initial results
were useful for improving the system, aiming at future long-term deployments in coastal
environments. Keywords: Optical System; Imaging; Plankton; Particles; Automatic

Classification; Ubatuba.



1. INTRODUCAO

O plancton possui um papel central no funcionamento dos ecossistemas aquaticos,
por uma série de razdes. Seus componentes sao o principal alimento para larvas de peixes e
para certas espécies de peixes adultos (JACOBSEN, S. ET AL., 2018), impactando estoques
pesqueiros, inclusive de importancia comercial. Participam diretamente do ciclo de diversos
elementos quimicos em nivel global, integrando o processo conhecido como bomba
biologica, no qual o fitoplancton intermedia o fluxo do carbono entre a atmosfera e os
oceanos € o zooplancton contribui tanto para a retencdo quanto para o transporte dos
elementos em direcdo as dguas profundas. Além disto, o fitoplancton inclui espécies toxicas,
que podem ter impacto sobre a pesca, a aquicultura e a satde humana (BENFIELD, M. C.
ET AL., 2007), entre outros fatores. O plancton tem sido amplamente utilizado no
diagndstico e monitoramento ambiental, pois fornece informacdes sobre a satide dos oceanos
por meio de rapidas variagdes em sua ocorréncia, abundancia e tamanho, resultantes de
alteragdes fisicas e quimicas na dgua (PICHERAL, M. ET AL., 2010).

A atividade metabolica do plancton tem grande influéncia sobre a formagdo ¢ a
degradagdo da matéria organica e inorganica particulada no ambiente aquatico, tanto por
meio da geragdo recorrente de novos individuos, que descartam diversos tipos de particulas
como pelotas fecais, mudas e material mucoso contendo particulas aderidas, como a partir de
sua morte, com a consequente produgao de carcacas ou células em degradacdo. No ambiente
oceanico, as particulas de origem biogénica sdo as principais contribuintes para a formagao
do reservatorio total de matéria particulada, porém em ambientes costeiros rasos ha uma
importante influéncia do material de origem litogénica, associado aos fundos marinhos. Este
material frequentemente € ressuspendido em direcdo a coluna de agua devido a agdo dos
ventos e correntes marinhas e se mistura as particulas biogénicas em suspensao € aos proprios
organismos planctonicos, formando o chamado seston.

A composi¢do e as caracteristicas morfométricas do seston influenciam vérios
processos marinhos (OLSON, R. J.; SHALAPYONOK, A. AND SOSIK, H.M., 2003). Por
exemplo, as particulas em suspensao alteram o percentual de penetragao de luz na coluna de
agua, interferindo na distribui¢do dos organismos e, consequentemente, no consumo ou
disponibilizagdo de nutrientes inorganicos e na produ¢do de material particulado

(PICHERAL, M. ET AL., 2010). Como consequéncia, a dindmica do seston afeta o transporte



de carbono, nitrogénio e outros elementos para as camadas mais profundas, afetando os ciclos
biogeoquimicos. Portanto, ¢ importante entender a dindmica do plancton e das particulas em
suspensao no ecossistema marinho, assim como das covaridveis ambientais que afetam sua
distribuigao (ASHJIAN, C. J. ET AL., 2001; SAMSON, S. ET AL., 2001 e SCHULZ, J. ET
AL., 2010).

O estudo de organismos planctonicos e particulas nos oceanos se iniciou ha mais de
um século e desde entdo se baseia principalmente em métodos convencionais de amostragem,
utilizando redes de arrasto, bombas de succdo e garrafas (SCHULZ, J. ET AL., 2010).
Embora tenham ampliado o conhecimento para além das camadas superficiais, incluindo a
amostragem estratificada, o uso de tais ferramentas, mesmo sendo aprimoradas, ndo permite
a obten¢ao de dados em escalas espaciais e temporais refinadas, como necessario nesses tipos
de estudo, uma vez que a dindmica dos organismos planctonicos e a distribuicdo das
particulas é complexa, com tais elementos ocorrendo em manchas nos oceanos e variando
sua concentragdo desde poucos milimetros até dezenas de quildmetros e em diferentes
escalas de tempo, de segundos a meses ou anos. Outro ponto ¢ o fato de que a turbuléncia
gerada pelos instrumentos tradicionais no momento da amostragem e a posterior fixagdo das
amostras em formol ou alcool, que sdo os principais reagentes utilizados, podem deteriorar
espécimes frageis, como os pertencentes ao plancton gelatinoso (MALKIEL, E. ET AL.,
2006). A analise do material bioldgico apds a coleta também pode ser considerada um
complicador, por se tratar de uma tarefa intensa, a qual compreende subamostrar, contar,
classificar e medir os organismos, requerendo um grande investimento de tempo de um
especialista, elevando o custo do estudo e acarretando em um intervalo muito grande entre a
coleta e a obtencao do resultado (BENFIELD, M. C. ET AL., 2007). Além disto, tem sido
demonstrado que mesmo sob a responsabilidade de um especialista, os resultados obtidos
podem estar sujeitos a erros derivados do observador (CULVERHOUSE, P.F. ET AL.,
2003).

A busca da comunidade cientifica por transpor as limitagdes dos métodos
tradicionais, aliada a disponibilidade de cameras compactas e a modernizagdo dos
componentes eletronicos, tem levado ao surgimento de uma nova era na oceanografia
biologica, na qual passou-se a utilizar técnicas de captura de imagens e computagdo avangada

para fazer registro das amostras tanto em laboratorio, como ocorre em equipamentos



comerciais como a FlowCAM (SIERACKI, C. K; SIERACKI, M. E. AND YENTSCH, C.
S., 1998) e 0 ZOOSCAN (GROSJEAN, P. ET AL., 2004), quanto in situ, reduzindo o tempo
de obtencao dos resultados em comparagdo aos métodos tradicionais.

Um dos precursores dos sistemas de imageamento in situ para observacao do
plancton nos oceanos foram ORTNER, P. B; HILL, L. C & EDGERTON, H. E., (1981) que
criaram uma extensao da fotografia de silhueta inicialmente utilizada em laboratério. Em
relagdo a observagao de particulas e agregados in situ HONJO, ET AL. (1984) ¢ apontado
como um dos estudos pioneiros.

Atualmente existem duas linhas de sistemas de imageamento in situ, a primeira que
quantifica e mede as particulas e organismos, permitindo distinguir particulas, agregados e,
indiretamente, organismos, incluindo os seguintes instrumentos: Laser In situ Scattering and
Transmissometry (LISST) (KARP-BOSS, L.; AZEVEDO, L. E BOSS, E., 2007) ; Marine
Aggregated Particle Profiling and Enumerating Rover (MAPPER) (COSTELLO, D. K;
CARDER, K. L. AND STEWARD, R. G., 1991), Optical Plankton Counter (OPC)
(HERMAN, A. W., 1992), e Laser Optical Plankton Counter (LOPC) (HERMAN, A.W_;
BEANLANDS, B. AND PHILLIPS, F., 2004). O segundo grupo, além dos parametros
mencionados, fornece também imagens em alta resolugdo (Figura 1), permitindo a
classificagdo taxondmica mais detalhada, até nivel especifico em determinados casos. Se
enquadram nessa categoria os seguintes equipamentos: Video Plankton Recorder (VPR)
(DAVIS, C. S. ET AL., 1992) (DAVIS, C. S. ET AL., 2004), o primeiro instrumento a
amostrar, contar e identificar automaticamente fito e zooplancton in situ, obtendo dados de
abundancia e distribuicao em tempo real (BENFIELD, M. C. ET AL., 2007); Harmful Algal
Bloom Buoy (HAB Buoy) (CULVERHOUSE, P.F. ET AL., 2006); Shadowed Image Particle
Profiling and Evaluation Recorder (SIPPER) (SAMSON, S. ET AL., 1999) (SAMSON, S.
ET AL., 2001); Zooplankton Visualization and Imaging System (ZOOVIS) (SURYA, T. S,
2004) (BI, H. ET AL., 2012); Imaging FlowCytobot (IFCB) (OLSON, R. J. AND SOSIK,
H. M., 2007); In Situ Ichthyoplankton Imaging System (ISIIS) (COWEN, R. K AND
GUIGAND, C. M., 2008); Lightframe On-Sight Keyspecies Investigation (LOKI)
(SCHULZ,J.ET AL.,2009) (SCHULZ,J. ET AL., 2010); Underwater Vision Profiler (UVP)
(PICHERAL, M. ET AL., 2010); Continuous Particle Imaging and Classification System



(CPICS) (Coastal Ocean Vision Inc.) e Scripps Plankton Camera System (SPC) (ROBERTS,
P.L.D. ET AL., 2014) (Figura 2).

Figura 1: Exemplos de resultados obtidos com sistemas submersiveis para imageamento
de particulas e organismos in situ. A- SIPPER; B- VPR; C- HAB Buoy;
D- ISIIS; E- LOKI; F- UVP; G- ZOOVIS; H- IFCB; I- CPICS; J- SPC.

Figura 2: Sistemas submersiveis para imageamento de particulas e organismos in situ. A-
SIPPER; B- VPR; C- HAB Buoy; D -ISIIS; E- LOKI; F- UVP; G- ZOOVIS; H-IFCB; I- CPICS; J-
SPC.

Uma abordagem alternativa para imageamento de plancton e particulas in situ surgiu
no fim da década de 1960 (KATZ, J. ET AL., 1999), com equipamentos que utilizam a
holografia (OSTEN, W., 2018), uma técnica na qual as imagens sdo adquiridas sem lente
focalizadora e posteriormente reconstruidas por técnicas computacionais avancadas. A
holografia tem a vantagem de reduzir drasticamente a limitacdo da profundidade de
campo'(DOF), presente nos demais sistemas de imageamento. No entanto, como a técnica
depende de um feixe de luz coerente, ha a necessidade de utilizar um feixe de laser colimado,

um grande desafio tratando-se de estudos em um ambiente dindmico como os oceanos

! Profundidade de Campo (DOF) é um intervalo de distancias, nas proximidades do plano focal, dentro do
qual os objetos imageados sdo considerados nitidos.



(SAMSON, S. ET AL., 2001). Um outro ponto relevante ¢ a necessidade de uma etapa
adicional de processamento computacional avangado, para a reconstru¢do dos hologramas.
Alguns exemplos da aplicagdo de sistemas holograficos in situ sao o trabalho de CARDER,
K.L.; STEWARD, R.G. and BRETZER, P.R. (1982), de DUBELAAR, G.B.J. ET AL.
(1999), as Holocameras de KATZ, J. ET AL. (1999) e MALKIEL, E. ET AL. (2006), a
Eletronic Holographic Camera (eHoloCam) (SUN, H. ET AL., 2007) e o sistema LISST-
HOLO (Sequoia Scientific Inc.). Uma revisao completa dos métodos de imageamento in situ
¢ apresentada por WIEBE, P. H. AND BENFIELD, M. C. (2003) e por BENFIELD, M. C.
ET AL. (2007).

A estrutura interna dos diversos equipamentos para imagens in situ consiste basicamente em
uma fonte de luz, um conjunto de componentes Opticos e uma camera, mas existe uma vasta
gama de componentes passiveis de serem implementados (Tabela 1). A iluminac¢do do
instrumento pode ser feita por LED ou laser, de comprimentos de onda variados, o que
interfere na atragdo ou nao dos organismos e na aquisicdo de imagens mono ou
policromaticas. Os componentes Opticos definem a qualidade da imagem, a magnificagdo dos
objetos e a profundidade de campo do sistema. O tipo de cdmera determina a 4rea a ser

imageada, a taxa de aquisicao dos quadros e a resolucao das imagens.

Tabela 1: Comparacio das especificacées de diferentes sistemas 6pticos para imageamento in situ.

EQUIPAMENTO DESCRICAO REFERENCIA
UVP 5 Perfilagem PICHERALL, M. ET AL, 2010
LOKI Fundeado ou perfilagem SCHULZ, J. ET AL., 2009
VPR Fundeado ou perfilagem DAVIS, C. S. ET AL, 2004
SIPPER Perfilagem SAMSON, S. ET AL., 2001
ISIIS Perfilagem COWEN, R. K and GUIGAND, C. M., 2008
ZOOVIS Perfilagem BIL ET. AL, 2012 and SURYA, 2004
SPC Fundeado ou perfilagem ROBERTS, P. L. D. ET AL, 2014
HAB Buoy Fundeado com cabo CULVERHOUSE, P.F. ET AL., 2006
CPICS Fundeado com cabo ou perfilagem Coastal Ocean Vision Inc.
IFCB Fundeado OLSON, R.J. and SOSIK H. M., 2007
EQUIPAMENTO PROIfUNDIDADE ILUMINACAO CAMERA RE?OLUCT\O DA TAXIE DE VOLUME IMAGEADO AUTONOMIA ) TAMANHO MINIMO E
MAXIMA (m) CAMERA (Mp) | AQUISICAO (FPS) POR FRAME DA BATERIA | MAXIMO CAPAZ DE CAPTURAR
UVP 5 3000 LED vermelho (625 nm) Sony XCl SX1 13 6 1.02L >840 minutos 100 pm 2,66 mm
LOKI 500 LED Prosilica GC1380 1,4 >15 - <100 pm
VPR VII 1000 Luz xenon (>600 nm) Pulnix 1040 1 60 Aprox. 7.2 ml (low magnification) Cabeado 100 um lcm
SIPPER 500 Laser vermelho (635 nm) | EG&G LD2040 e LD2020 LineScan  [L5000 lines e 7500 33 ml / hora (a 1m.s™*) >180 minutos 200 um - Alguns cm
ISI11S - LED azul (455 nm) DALSA P2-22-02k40 Line Scan - 78 minutos Alguns mm-  >10cm
ZOO0VIS 250 LED vermelho (625nm) Dalsa 1M28-SA 5 15 240 ml - >20 um
SPC - LED branco Sony ICX814 9 8 fps 0.2 ml Cabeado 0.05mm - 1mm
HAB Buoy 10 Luz préxima ao IR - 0.1 ml /seg Cabeado 20 um >1mm
CPICS 10000 LED branco - 6 >10 fps 0,3 ml Cabeado -
IFCB 40m Laser (635 nm) UniqVision UP-1800DS-CL 1.4 8fps 0,0005 ml >2 months 10 - 150 um




Inicialmente os equipamentos para imagens de particulas e plancton in situ eram
posicionados no final de redes de arrasto, como no trabalho de ORTNER, P. B; HILL, L. C
AND EDGERTON, H. E. (1981) ou acopladas a armadilhas de sedimento (ASPER, 1987).
Atualmente existem sistemas fixos em pieres e fundeios, cabeados ou ndo, ou utilizados para
perfilagem, podendo ser cabeados ou autonomos, inclusive acoplados a AUVs e ROVs.
Embora existam no momento poucos sistemas fixos, como o CPICS, SPC e o IFCB
(HARRED, L. B. AND CAMPBELL, L., 2014), sendo que somente o ultimo possui dados
publicados e apenas para fitoplancton, esse tipo de aplicagdo ¢ a tinica que permite a aquisi¢ao
de uma longa série de imagens em alta resolugdo temporal. Os sistemas para perfilagem
permitem amostrar em alta resolugdo espago-temporal, mas esbarram na limitagao logistica
de executar longas séries temporais em campanhas oceanograficas. No caso dos sistemas
auténomos acoplados a veiculos movidos a propulsdo, a aquisi¢do de imagens por grandes
distancias ou longos intervalos de tempo ¢ limitada pela disponibilidade de energia e de
espago para armazenamento dos dados.

Os sistemas de imageamento in sifu, como mencionado anteriormente, apresentam
inimeras vantagens em relagdo aos métodos tradicionais, no entanto muitos desafios ainda
se opdem face a ampla utilizagdo dessa técnica. O tamanho do CCD ou CMOS das cameras
atualmente disponiveis, em conjunto com limitagdes relativas a resolugdo do sistema optico,
levam a obtencdo de um volume imageado muito menor que o amostrado pelas redes
(BENFIELD, M. C. ET AL., 2007), o que pode resultar na subamostragem dos organismos,
especialmente de grupos raros (DAVIS, C. S. ET AL., 2004). Mesmo nos sistemas capazes
de amostrar dezenas de litros por segundo (GUIDI, L. ET AL., 2008) o volume ¢ uma ordem
de grandeza menor quando comparado aos 750 L filtrados por segundo por uma rede com
abertura de 1 m> (COWEN, R. K AND GUIGAND, C. M., 2008). A limitacdo do volume
amostrado ¢ intensificada pela pequena profundidade de campo de muitos sistemas de
imagem, que implica em um elevado numero de organismos desfocados, dificultando a
classificagdo taxondmica. Outra possivel fonte de erro ¢ a atragdo dos organismos pela luz
emitida pela instrumentacdo, o que pode prejudicar os estudos quantitativos (SAMSON, S.
ET AL.,2001). Erros podem provir também de imagens repetidas de um mesmo organismo,
um problema comum com cameras de alta frequéncia. Além das limitacdes no momento da

aquisicdo, multiplos desafios também estdo presentes nas etapas de transferéncia e



armazenamento do grande volume de dados obtidos e no posterior processamento das
imagens, tendo esse ultimo se mostrado o maior desafio da atualidade para o estudo de
plancton e particulas por imageamento in situ (CULVERHOUSE, 2006b).

A criagao e implementagdo de ferramentas computacionais para o reconhecimento
e classificacdo automatica de imagens surgiu na década de 1980 e atualmente ¢ imperativa a
vasta implementa¢do dos sistemas submersiveis de imageamento do plancton e particulas,
devido ao enorme volume de dados gerados (SAMSON, S. ET AL., 2001), o que inviabiliza
a andlise manual.

A escassez de programas que fornecessem resultados de classificagdo automatica de
imagens de plancton com alta acurécia, aliada a urgéncia em analisar os dados acumulados,
motivou os grupos de desenvolvimento de instrumentos a investir em novas ferramentas de
visdo computacional. Os desenvolvedores do VPR criaram o Visual Plankton, escrito em
Matlab (DAVIS, ET AL., 2005); o grupo do SIPPER criou uma ferramenta, utilizando o
Support Vector Machine (SVM), que realiza a classificagdo de apenas uma classe de objetos
(LUO, T. ET AL., 2005); o laboratério responsavel pelo ZOOSCAN criou os softwares
ZooProcess e Plankton Identifier para a classificagdo automatica; o grupo do HAB Buoy fez
o DICANN (Dinoflagellate categorisation by artificial neural Network ) (CULVERHOUSE,
P.F., 2001) para classificar dinoflagelados; os desenvolvedores do IFCB usaram o software
descrito por (SOSIK, H. M. AND OLSON, R. J., 2007) baseado em SVM para fitoplancton;
e os pesquisadores do UVP elaboraram o Ecotaxa (http://ecotaxa.obs-vlfr.fr/), que faz a
classificagdo automatica e permite a constru¢ao de um volumoso banco de dados. No entanto,
essas ferramentas computacionais ndo sao compativeis com imagens provenientes de outros
equipamentos ou, no minimo, requerem pré-processamento, tornando sua aplicacao limitada
(CULVERHOUSE, P.F. ET AL., 2006).

A andlise automatica das imagens consiste basicamente em 3 etapas: i. deteccdo e
extracdo das Regides de Interesse (ROI’s); ii. extragdo dos descritores; iii. classificagdao
automatica (BI, H. ET AL., 2015). Extrair as regioes de interesse consiste em executar uma
varredura de um quadro de uma sequéncia de imagens, identificar regides que diferem do
fundo (background) e que, portanto, tém potencial de ser uma particula ou organismo,
recorta-las e salva-las em disco, como vinhetas. Os descritores, obtidos a partir dos objetos

contidos em cada vinheta, podem incluir caracteristicas de textura ou parametros de forma,



como area, perimetro, eixo maior, eixo menor, entre outros (DAVIS, C. S. ET AL., 2004)
(CULVERHOUSE, P.F. ET AL., 2006). A etapa da classificacdo automatica utiliza
ferramentas de visdo computacional para, a partir dos parametros obtidos, identificar e
classificar os objetos. Essa etapa requer uma biblioteca de treinamento, que consiste em um
grande volume de objetos validados e classificados manualmente, que servirdo como
referéncia para o aprendizado de maquina (BENFIELD, M. C. ET AL., 2007).

Existem atualmente diversos algoritmos para a classificacao automatica, entre eles
Support Vector Machine (SVM) (CORTES, C. AND VAPNIK, V., 1995), Random Forest
(RF) (BREIMAN, L., 2001) e Deep Learning, sendo este ultimo mais recente, baseado em
inteligéncia artificial. A classificagdo automatica de imagens por meio de inteligéncia
artificial ¢ desafiadora sob qualquer contexto, porém a enorme diversidade de formas e
dimensdes de organismos planctonicos e particulas imageadas no ambiente marinho torna
esta tarefa ainda mais dificil. Outros complicadores sdo (i) a vasta gama de grupos
taxondmicos planctonicos existentes, (ii) a orientagdo ou posi¢do dos organismos no
momento da captura da imagem, que podem gerar representacdes interpretadas como objetos
distintos, (ii1) a existéncia de associag¢des entre os organismos e destes com outras particulas,
que também modificam as caracteristicas dos objetos (Figura 3) e (iv) a heterogeneidade do

ambiente marinho, que inclui, entre outros aspectos, variagdes na abundancia de particulas,

turbuléncia e intensidade de luz (BENFIELD, M. C. ET AL., 2007).
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Figura 3: Exemplos de como o grupo taxondmico, a posi¢cao dos organismos e a associa¢io entre eles
podem afetar as caracteristicas dos objetos, dificultando a classificacdo automatica. A- Diatomacea em
cadeia e célula sozinha; B- Larva de poliqueta vista frontal e lateral; C- Coscinodiscus com e sem
Vorticella; D- Penilia em diferentes dngulos; E- Copépodo visualizado sob diferentes dngulos.
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O processamento computacional de imagens adquiridas in sifu necessita uma
volumosa base para treinamento inicial, montada por especialistas. No entanto, uma vez

criada esta biblioteca, ela podera ser usada em diversos projetos para a mesma bioregido,



permitindo a andlise em tempo real de um volume massivo de dados, acelerando a obtengdo
dos resultados. Técnicas de transferéncia de aprendizado de méaquina (transfer learning) estao
em desenvolvimento (RODRIGUES, F. C. M. ET AL., 2018) para contornar a questao das
especificidades geograficas ou aquelas derivadas da aquisicdo de imagens por sistemas
opticos diferentes.

Conforme visto, o uso do imageamento in situ, aliado a ferramentas computacionais,
ainda envolve diversas dificuldades e limitagdes, mas estd sendo aplicado amplamente e
desponta como a tecnologia do futuro da oceanografia bioldgica para o estudo da dinamica
de particulas e organismos planctonicos.

O presente trabalho teve como objetivo o estudo euleriano da dinamica de particulas
in situ e de sua correlagdo com forcantes oceanograficas, bioldgicas e meteorologica da
regido costeira da Enseada do Flamengo em Ubatuba, litoral norte do estado de Sdo Paulo, a
partir de medidas ambientais e da aquisicdo e processamento de imagens com uma nova
tecnologia de filmagem e programas computacionais utilizando técnicas de aprendizado de
maquina.

Os objetivos especificos incluiram:

- Desenvolver e implementar o sistema de imageamento in situ;

- Implementar as ferramentas computacionais e configura-las;

-Determinar os parametros mais eficientes para a segmentagao e classificagdo automatica das
imagens;

- Adquirir os dados em campo e analisar a série temporal;

- Extrair as regides de Interesse (ROIs) de cada vinheta das imagens, segmentar os
organismos e classifica-los automaticamente;

- Analisar as relagdes entre a ocorréncia de particulas e os parametros ambientais.
2. MATERIAIS E METODOS
2.1. EQUIPAMENTO PARA IMAGEAMENTO IN SITU

Foi desenvolvido no ambito deste trabalho um equipamento submersivel para o
estudo de plancton e particulas no ambiente marinho. O instrumento ¢ compacto, cabeado,
leve (8 Kg) e pode ser utilizado fundeado ou fixado em pieres ou plataformas, até a

profundidade méxima de 50 metros. Foi feita a opg¢do pela implementagdo de um
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equipamento, ao invés da aquisicdo de uma unidade comercialmente disponivel, com a
finalidade de adquirir o dominio da tecnologia.

O primeiro passo no projeto deste equipamento, batizado como Submersible
Instrument for Plankton Imaging (SIPI), foi definir a técnica de imageamento a ser utilizada.
A técnica de aquisi¢do de imagens por sombreamento (shadowgraphic imaging) foi escolhida
por sua simplicidade na montagem dos componentes dpticos e optomecanicos, € por gerar
imagens de alta qualidade, permitindo a classificacdo taxonomica dos organismos € o
reconhecimento das particulas, uma vez que gera um intenso gradiente de contraste de seus
contornos em relagdo a imagem de fundo. Outro aspecto interessante desse método ¢ sua
profundidade de campo, que ¢ maior do que em sistemas utilizando iluminagdo incidente.
Além disso, a intensidade de luz requerida ¢ menor do que em outras técnicas, pelo fato de o
feixe ser direcionado diretamente para a camera, reduzindo o espalhamento da luz, afora a
vantagem de possibilitar a utilizacdo de LEDs, facilitando o alinhamento do sistema e
tornando-o menos oneroso (COWEN, R. K AND GUIGAND, C. M., 2008).

A configuragdo basica do sistema Optico para formar imagens sombreadas consiste
em uma fonte de luz que direciona o feixe para uma lente colimadora, a qual torna o feixe
paralelo; este entdo atravessa o volume imageado contendo os objetos de interesse e, na
sequéncia, uma lente focalizadora capta o feixe e forma a imagem na camera.

Foi utilizado um LED infravermelho (IR) (> 700 nm) como fonte de luz, evitando
que organismos fossem atraidos para o campo de visdo do sistema, o que implicaria em
resultados superestimados na abundancia.

Os componentes mecanicos e opticos do equipamento foram desenhados para uma
configura¢do em linha direta (Figura 4), evitando a necessidade de espelhos e facilitando a

manutengdo do correto alinhamento do sistema.

LENTE AREA LENTE
COLIMADORA IMAGEADA FOCALIZADORA CAMERA
A % = L

e

e,

Figura 4: Configuracio do sistema ético in-line para a técnica de sombreamento.
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Visando estudar objetos com o limite minimo de tamanho da ordem do
mesozooplancton (200 um) foram realizados testes com diferentes configuracdes de sistemas
opticos para defini¢ao da magnificacdo do equipamento. Inicialmente o aumento foi definido
utilizando uma camera Prosilica GC2450, no entanto, problemas com repeti¢cao de frames no
momento da aquisi¢ao fizeram com que os testes fossem refeitos, substituindo a Prosilica por
uma Basler acA2040-25gm.

Em uma mesa 6ptica Newport ST Series Smart Table UT2, que isola qualquer
interferéncia mecanica externa e garante o alinhamento dos componentes Opticos, foram
montados dois sistemas com um LED infra-vermelho, duas lentes plano-convexas e a cimera
Basler. As magnificagdes de 1, 0,75, 0,6 € 0,5 vezes foram testadas em ambos, sendo que em
um deles foram usadas lentes de 60 mm de comprimento focal e, no outro sistema, lentes de
100 mm. O LED foi posicionado a uma distancia equivalente ao comprimento focal da lente
colimadora, enquanto as distdncias objeto-lente focalizadora (Do) e lente focalizadora-
camera (D1i) foram definidas de acordo com o aumento do sistema ¢ o comprimento focal da
lente, segundo as  Eq. (1) e Eq.(2) (HECHT, 2002), resultando nas distancias apresentadas
na Tabela 2.

D, =f(1- () Eq. (1)

D;=f(-A+1) Eq. (2)

Onde,

Di- distancia entre a imagem e a lente focalizadora;
D,- distancia entre o objeto e a lente focalizadora;
f- distancia focal da lente;

A - aumento do sistema 6ptico;

2Comprimento Focal da lente é a distincia entre seu centro de curvatura e seu ponto focal.



12

Tabela 2: Distincias dos componentes 6pticos nos dois sistemas testados, um com lente de 60 mm de
comprimento focal e outro com lentes de 100 mm, para os aumentos de 1, 0,75, 0,6 ¢ 0,5 X.

LENTE DE 60 mm LENTE DE 100 mm
Aumento 1X 0.75X 0.6 X 0.5X JAumento 1X 0.75X 0.6 X 0.5X
D, 12cm 14 cm 16cm 18cm D, 20cm |[23.34cm [26.67cm | 30cm
D, 12cm 10.5cm 9.6cm 9cm D; 20cm | 17.5cm | 16cm 15cm

Os componentes Opticos foram posicionados nas hastes suporte, nas referidas
distancias calculadas, adquirindo imagens de uma escala (Figura 5) inserida em um aquario
com agua do mar. As lentes, o LED e a camera foram fixados, garantindo que o ponto focal
em meio aquoso fosse equidistante aos visores (Figura 6) as imagens da escala foram usadas

para o calculo do aumento exato fornecido pelo equipamento submerso.

76.2mmz0.5
[3.00in0.02]

e — el P T —

25.4mms0.2
[1.00inz0.01]

GRID ARAAY RI1L383

Figura 6: Disposicao dos componentes épticos nos experimentos para

posicionamento do ponto focal equidistante aos visores.

Finalizados os testes, foi definido que o sistema Optico seria composto por duas
lentes plano-convexas de 25 mm de didmetro da Qioptiq, série Linos e comprimento focal de
100 mm, um LED infravermelho e uma camera Basler acA2040-25gm monocromatica, 4MP,
sensor de 2048 x 2048 px, pixel de 5,5 x 5,5 pm, méaximo de 25 fps, dispostos como mostrado
na Figura 7. Tal configura¢do conferiu ao equipamento um aumento de 0,82 X, que foi

estimado fotografando uma escala de tamanho conhecido em meio aquoso e comparando o
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tamanho do pixel na imagem (6,76 pm) ao pixel da cAmera (5,5 pm). O referido aumento fez
com que a area capturada pelo pixel mudasse para 6.76 x 6.76 um, portanto o sensor passou

a imagear uma area de 13,8 x 13,8 mm.

TAMPAS COM

LENTE NSORES LENTE
LEDIR COLIMADORA VISORES FOCALIZADORA CAMERA
100 mm 11 100 mm 1 BASLER acA2040-25gm
PONTO
FOCAL

100 mm 70 mm 29 48 mm 174.9mm 181.4mm
mm

Figura 7: Disposicao dos componentes dticos do sistema de imageamento com aumento de 0.814 X.

A estrutura mecanica do SIPI (Figura 8) é composta por dois tubos de aluminio
ionizados, com 6,5 cm de diametro e 4 mm de espessura, duas tampas de policarbonato com
visores de vidro de 5 mm de espessura, uma tampa de policarbonato com 2 conectores
bulkhead macho, sendo um de 4 e outro de § vias, uma tampa de policarbonato com um
conector fémea e um macho de 4 vias e trés hastes de aluminio rosqueéaveis, permitindo

ajustar o alinhamento entre os tubos.

Figura 8: Estrutura mecénica do equipamento de aquisicdo de imagens.

Uma avaliacdo da estanqueidade do sistema antecedeu sua implementagao in situ,
garantindo a preservacdo dos componentes Opticos e eletronicos. Neste teste os tubos foram

preenchidos com material ndo resistente a 4gua, fechados com as tampas proprias do sistema
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e mantidos submersos em uma camada de dgua de 60 cm por 24 horas (Figura 9), por fim o

conteudo interno foi averiguado.

e 7

Figura 9:Teste de estanqueidade da estrutura mecanica do equipamento de imageamento.

A eletronica do instrumento de imageamento ¢ composta por um Arduino, dois relés
e um regulador de tensdo e permite o acoplamento de até duas sondas, além dos sensores de
clorofila, ficoeritrina ¢ matéria organica cromoforica dissolvida (CDOM) ja instalados. O
arduino ¢ programado pelo usudrio para realizar um ciclo em intervalos determinados,
ativando e desativando os relés, que por sua vez ligam e desligam os sensores € o
equipamento de imagem, fornecendo 12 volts para a camera, 3,5 volts para o LED e 5 volts
para cada sensor ambiental. O regulador de tensdao LM2596 permite controlar a intensidade
do LED (Figura 10). O equipamento de imageamento ¢ ligado via cabo RJ45 a um
computador contendo os programas LCR (LAPS Camera Recorder) e LSDR (LAPS Serial
Data Reader) e via cabo Pp a eletronica do sistema, que ¢ conectada ao computador também
via cabo RJ45.

Um ultimo teste, realizado em laboratorio, precedeu a implementacao in sifu, tendo
o sistema completo sido configurado para adquirir imagens automaticamente por um periodo
de 35 horas ininterruptas (Figura 11) a fim de verificar o correto funcionamento em conjunto
da optica, da eletronica e da mecanica. O sucesso do teste indicou que o equipamento estava

pronto para implementa¢ao no ambiente marinho.
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Figura 10: Acima, representacio do sistema eletronico que controla o instrumento de filmagem e os
sensores ambientais. Abaixo, foto do compartimento contendo os componentes eletronicos.

Figura 11: Teste final do sistema completo composto pela parte optica, eletronica e mecéanica, realizado
em laboratdrio, com duracio de 35 horas.
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2.2. CALIBRACAO DO PONTO FOCAL, AUMENTO E PROFUNDIDADE DE
CAMPO

O ponto focal ¢ uma area no campo de visao do sistema, perpendicular ao CCD da
camera, na qual os objetos aparecem perfeitamente focados. Tal medida depende do aumento
do sistema Optico, do comprimento focal das lentes e do meio no qual o imageamento esta
sendo realizado. Testes em laboratdrio demostraram que a posi¢ao do ponto focal pode variar
em até 1,5 cm dependendo se a imagem foi obtida no ar ou na dgua salgada.

A determinagdo do ponto focal foi realizada submergindo o equipamento em um
tanque preenchido com dgua do mar, no qual duas escalas (Figura 12) a 58606 line dot e a
R1DSIN negativo, foram fotografadas ao longo do caminho 6ptico em intervalos de 1 mm a
partir do visor do tubo contendo a camera. Foi utilizado o intervalo de distancia de 1 mm
porque as variagdes no foco em intervalos menores que esse foram insignificantes e tiveram
valores proximos aos de ruidos causados pela presenga de particulas na dgua. As imagens
dos targets foram analisadas com auxilio do Matlab e aquelas cujo histograma apresentou
maior nimero de pixels brancos foram consideradas no ponto focal, resultando em uma

distancia de 48 mm.

=1l B "=

Figura 12: Escalas usadas na defini¢do do ponto focal.

A profundidade de campo (DOF), como definida anteriormente, consiste em um
intervalo ao redor do ponto focal no qual os objetos sdo considerados nitidos. A determinagao
da DOF ¢ indispenséavel em sistemas de imagem, especialmente para estudo de abundancia,
pois define o valor imageado em cada frame e consequentemente interfere no valor da
concentragdo de organismos por unidade de volume.

Embora o DOF seja influenciado pelo tamanho dos objetos, sendo menor para

objetos pequenos, a proposta deste estudo foi definir uma profundidade de campo média para
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todas as classes de tamanho, dado que em um mesmo frame estardo presentes particulas e
organismos com dimensdes variadas. Considerando que o limite minimo de tamanho que o
equipamento detecta ¢ de 40 um para particulas em geral e 200 um para plancton (valor
maior devido a necessidade de identificacdo dos organismos), € que objetos maiores sao
detectaveis ao longo de todo o caminho 6ptico, como mostrado no exemplo com os targets
na Figura 13 foram escolhidas para analise as linhas de 75 (Figura 12, quadrado vermelho) e
100 um da escala 58606 line dot (Figura 12, quadrado azul) e a linha de 250 um do grupo 2
elemento 1 do target RIDS1N negativo (Figura 12, quadrado amarelo), a partir das imagens
obtidas no teste do Ponto Focal.

As vinhetas foram analisadas com o LAPS Plankton Detector (LPD), o software de
segmentacdo do SIPI, e aquelas com contraste de 50% foram tomadas como os limites da
profundidade de campo (Figura 14). Foi escolhido o valor de 50% pois testes com imagens
de particulas e organismos demonstraram que esse valor exclui vinhetas demasiadamente

desfocadas que seriam invidveis para classificacdo (ver secao Resultados).

Figura 13: Targets usados para demonstrar que objetos grandes siao detectaveis ao longo de todo o
caminho otico do sistema. A e C- Imagens préximas ao visor do tubo contendo a cimera. B e D-Imagem
obtida com a escala encostada no visor do tubo contendo o LED.

As anélises mostraram que usando a escala de 75 pm, as imagens com contraste de
50% foram aquelas distando 30 e 66 mm do tubo da cdmera, lembrando que o foco do sistema
estd a uma distancia de 48 mm. As vinhetas da escala de 100 um que apresentaram contraste
de 50% foram aquelas tiradas com as escalas a 25 e a 71 mm do tubo contendo a cdmera. Por
fim as imagens do target de 250 um a 20 e a 77 mm do tubo da camera foram as que
resultaram em 50% de contraste. As profundidades de campo e volume imageado por frame,
dados pelas escalas de 75 um, 100 pm e 250 um foram respectivamente 36 mm e 6,9 mL, 46

mm e 8,8 mL, 57 mm e 10,8 mL (Tabela 3).
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Tabela 3: Resultados da calibracio da profundidade de campo do equipamento

Distancia
entreo Distancia entre o

Escala |tubodo LED | tubo dacamerae DOF

e o target o target Volume

(limite 1) (limite 2) de um frame
75 um 30 mm 66 mm 36 mm 6,9 mL
100 pm 25 mm 71 mm 46 mm 8,8 mL
250 um 20 mm 77 mm 57 mm 10,8 mL

Considerando que as particulas menores sdo mais abundantes no ambiente marinho
em relagdo as particulas grandes, sabendo que o limite minimo de tamanho do objeto para
ser detectado pelo sistema ¢ de 40 um e para ser passivel de classificagdo taxondmica ¢é de
200 um e calculando a média entre os volumes obtidos no teste da profundidade de campo

consideraremos que o volume imageado em cada frame ¢ de 9 mL.

Figura 14: Escala de 75 pm na primeira linha, de 100 pm na segunda linha e de 250 pm na terceira
linha. Asimagens A,D e G estdo no limite da profundidade de campo proximo ao tubo da cimera, as
imagens C, F e I estdo no limite oposto do DOF e a B, E e H estdo no ponto focal do Sistema.

2.3. CALIBRACAO DOS SENSORES AMBIENTAIS

Conforme exposto anteriormente, foram acoplados ao SIPI trés sensores Cyclops-7
da Turner Designs, para medicdo de clorofila, ficoeritrina e matéria organica cromoforica

dissolvida (CDOM) (Tabela 4).
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Os trés sensores forneceram valores em Volts, os quais foram corrigidos para pg.L™!
no caso da clorofila e para ppb no caso dos outros dois parametros. A conversdao dos dados
de ficoeritrina e CDOM utilizaram respectivamente as Eq.3 e Eq.4, fornecidas pelo proprio
fabricante  (http://www.turnerdesigns.com/products/submersible-fluorometer/cyclops-7£-
submersible-fluorescence-and-turbidity-sensors), enquanto a equagdo para corre¢do da

clorofila foi obtida por meio de calibracdo realizada neste trabalho.

Tabela 4: Especificacoes dos sensores ambientais Cyclops-7.

SENSORES LIMITE MiNIMO DE DETECCAO RANGE LINEAR
Clorofila 0,03 pg.L? 0-50 pg.L?
Ficoeritrina 0,1 ppb 0-75 ppb
CDOM 0,1 ppb 0-150 ppb
*Valores para o ganho de 10X
y =358.528x, R>=0.999 Eq. (3)

Onde,
Y — valor de CDOM em ppb;

X — valor medido em Volts;
y=112.59x — 6.8111 R?=0.9888 Eq. (4)

Onde,
Y — valor de ficoeritrina em ppb;

X - valor medido em Volts;

No experimento para obtenc¢do da equacao de calibracdo da clorofila foi medido o
teor desse pigmento em diferentes concentragdes de uma cultura de Tetrasselmis sp. em meio
Guillard /2 (Figura 15) utilizando o sensor Cyclops-7 e foram retiradas amostras de 50 mL
de cada concentragdo, as quais foram filtradas em filtro GF-F e congeladas para posterior
analise com o fluorimetro Turner 10AU. Os valores em volts (Tabela 5) ara cada
concentragdo, que sao resultantes da média de 5 medidas consecutivas com intervalo de 3
segundos entre elas, foram plotados em fung¢do dos resultados de clorofila-a fornecidos pelo

fluorimetro (Figura 16), obtendo-se a seguinte equacdo de conversdo para pg.L!:
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y=10,075x+0,968 Eq. (5)
Onde,

x- valor medido em Volts;

y - valor da concentragio de clorofila-a (ug.L);

Figura 15: Calibracio do sensor yclop-7 para oteng:io da equacio dorreg:ﬁo a Clorofila.

=

Tabela 5: Dados resultantes da calibracio do sensor de clorofila. A tabela apresenta diferentes
concentracdes de clorofila-a medidas pelo sensor Cyclops-7, em Volts, e por um fluorimetro, em pg L-1.

Amostra Valor medido em Volts Concentracdo de Cl-a medida
no fluorimetro (ug L?)

AO 4,45 44,4
Al 2,78 32,688
A2 1,96 22,752
A3 1,46 15,552
A4 0,95 10,224
A5 0,640 6,096

Branco 0,036 0,0835
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60 -
y = 10,075x+ 0,968
2:
50 | RZ=0,9891
40 -
30 - -

Concentraciio de Clorofila -a (ug.I'h)

Medida em Volts

Figura 16: Diferentes concentracdes de clorofila-a medidas em volts pelo sensor Cyclops-7 e
em pg L-1 por um fluorimetro. Os pontos azuis sio a média de 5 valores e as barras representam o
desvio padrao.

2.4. SOFTWARES

Os programas sao o elo entre os dados fornecidos por equipamentos de imagem in
situ e os resultados ambientais. Como mencionando anteriormente, o processo de usar
imagens para extrair informagdes sobre particulas e organismos consiste basicamente nas
seguintes etapas: i.aquisi¢do; ii. extracao das ROIs; iii. classificacdo automatica. Apos a
aquisicao de imagens, € necessario extrair informacdes sobre as particulas e organismos de
interesse e, em seguida, utilizar estas informagdes para realizar a etapa de classificacdo
automatica. Para este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Sistemas Planctonicos da
Universidade de Sdo Paulo um conjunto de programas computacionais, em linguagem C++,

descritos brevemente a seguir.
2.4.1 AQUISICAO
A etapa de aquisicdo ¢ coordenada por dois programas, o LAPS Camera Recorder

(LCR) (Figura 17) que regula a captura das imagens e o LAPS Serial Data Reader (LSDR)

que controla o acionamento de todo o sistema.
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aRecorderV.3.5.0-2C

- Camera setting:
width: | 2448 =| Heiht: [ 2048 =
Buffer size:  coconnnneniienes | 100 2
Bxposure [6]: oo [0.000022]
% Dynamicgain (nth frame) | 150 =]

Localpath | StoragePath | Name format |

{5 Choose folder bmo |

|D:\SERVER Dwada

LR

LAPS camera Recorder

User control | Automation contral |

@ stop Re(crdlng' 1 Star:aemrchgl

(D) Take picture [©] Exit Program |

[Vimba] >> [VIMBA] Error ccorred trying to open camera! A

Figura 17: Interface do software de aquisicio de imagens LAPS Camera Recorder (LCR).

O LCR funciona com as cameras Basler e Prosilica e permite ao usuério definir o
tamanho do CCD, o valor do ganho ou ganho automatico, o tempo de exposi¢do, a taxa de
aquisi¢ao das imagens (fps), as pastas onde serdo salvos os arquivos e se os frames serao
salvos como imagens (bmp, jpg ou png) ou em formato de video (.avi), que ¢ mais compacto.
A aquisicdo das imagens pode ser realizada em modo manual, com o usudrio iniciando e
pausando a gravagao, ou automatica, sendo controlada pelo LSDR. O LCR ainda fornece um
arquivo texto a cada conjunto de dados, informando a data e hora na qual a cdmera foi ligada
e desligada, qual ganho foi utilizado ao longo da aquisi¢ao e quantos frames foram salvos ao
fim da amostragem. Os arquivos sdo nomeados com o formato '2017-02-20 16 24 04.126°,
contendo o ano-més-dia_hora_minuto_segundo de aquisi¢do dos dados.

O LSDR liga e desliga o LCR, ativa e desativa o Arduino, fornece ininterruptamente
o status de funcionamento do equipamento, salva amostras de imagens e os dados dos
sensores em uma pasta do Dropbox, para o usudrio acessar os dados de qualquer local do
planeta via internet, e padroniza os nomes para o mesmo formato do LCR, permitindo a

posterior correlacdo dos parametros ambientais com as imagens.
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2.4.2. EXTRACAO DAS ROI’s

A etapa de segmentagdo ¢ realizada pelo LAPS Plankton Detector (LPD) (Figura
18) e consiste em carregar um ou varios arquivos, no formato de video (avi) ou de imagens
(png, jpg ou bmp), binarizar os frames e recortar de cada um deles as areas com pontos pretos,
que sao candidatos a particulas. Além disso, o LPD disponibiliza ao usuario a opgao de inserir
escala nas vinhetas e de filtrar os objetos por tamanho e contraste, sendo que na determinacao
do tamanho podem ser usados os seguintes algoritmos de segmentacao: “Dynamic threshold”
(OTSU, N., 1979), “Watershed” (VINCENT, L. AND SOILLE, P., 1991) ou “Background
Extraction” (JACQUES, J.C.S.; JUNG, C.R. AND MUSSE, S.R., 2006).

n it [LPD] LAPS Plankton Detector V.2.5.0 1. — ®
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‘B 2 e L e b O

Image Details Image Viewer

Pracess.
B & 1 M almg. [From 11085 | [XTT\Pocumentsifeste LPD|
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[ Filter by contrast:
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v
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Figura 18: Interface grafica do LAPS Plankton Detector (LPD), software para extracio
das Regides de Interesse (ROI’s).

As ROI’s extraidas sdo enviadas para uma pasta determinada pelo usuario e salvas
no formato ‘LpdSeg VID-2017-02-22 00 11 11.010" utilizando o nome do arquivo
original, fornecido pelo LCR, como referéncia, enquanto cada vinheta dentro dela recebe o
nome com o formato ‘frame 2274 2017-02-22 00 49 19.468 529 469", informando o
numero do frame no qual a imagem estava inserida (frame 2274), a data e hora de coletae a
posicdo X e Y do ROI no frame (529 469). O software ainda fornece um arquivo de texto

contendo o numero de particulas encontradas em cada frame.
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2.4.3 CLASSIFICACAO AUTOMATICA

O LAPS Learning Set (LLS) (Figura 19) permite ao usuario criar projetos,
importando os arquivos fornecidos pelo LPD e montar training sets ou ainda fazer a
classificagdo automatica utilizando tais training sets. O programa recebe o arquivo com as
vinhetas, extrai os parametros de textura e/ou de forma, sendo que para esse ultimo utiliza o
método de segmentacao selecionado pelo usuario e salva tais medidas em uma planilha. Essa

planilha sera usada no processo de classificacdo automatica.
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Figura 19: Layout do software LAPS Learning Set (LLS), utilizado para segmentaciio das
vinhetas e classificacio automatica dos organismos.

A versao atual do LLS trabalha com 43 parametros, apresentados na Tabela 6. Para
obter as medidas de textura pode-se escolher entre os métodos de Local Binary Patterns
(LBP) (OJALA, T.; PIETIKAINEN, M. AND MAENPAA, T., 2000) ou Haralick
(HARALICK, R. M.; SHANMUGAM, K. AND DINSTEIN, I., 1973), enquanto que para os
parametros de forma estdo disponiveis os seguintes algoritmos de segmentacao: Otsu (OTSU,
N., 1979), Triangle Method (ZACK, G.W.; ROGERS, W.E. & LATT, S.S., 1977),
abordagem LBP, que ¢ um método baseado no LBP, Watershed (VINCENT, L. AND
SOILLE, P., 1991), Background Extraction (JACQUES, J.C.S.; JUNG, C.R. AND MUSSE,
S.R., 2006) e 0 Mode Value, que ¢ um algoritmo desenvolvido pelo Laboratorio de Sistemas

Planctonicos da Universidade de Sao Paulo adaptado do Triangle Method.
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O LLS ainda apresenta ferramentas adicionais possibilitando unir dois ou mais

projetos, transferir imagens de um projeto para outro, excluir vinhetas e realizar validacdo

cruzada das bibliotecas.

Tabela 6: Parametros de cada vinheta, extraidos pelo LLS.

Adaptado de MEDEIROS, M.G.

Geométrico

Area_pixel
AreaNoHole_Area_pixel
Solidity
Perimeter_pixel
ConvexPerimeter_pixel
Convexity
Max_ConvexityDef
Circularity
HeywoodCircularity
Waddel_Circularity
Rectangularity
Eccentricity

Elongation
MinorDiminside

Minor Feret

Major Feret
HoleAreaRatio
MinEnclosingCircleArea_pixel
EllipsisArea_pixel
RelatDist2BoundingBox
RelatDist2ConvexHullCtr
RelatDist2Ellipse

Area do objeto em pixels

Area do objeto em pixels com exclusdo dos buracos

Area do menor pligono que envolve o abjeto (convex hull)

Perimetro do objeto em pixels (tamanho do contorno externo em pixels)

Perimetro (em pixels) do convex hull que envolve o objeto

Relagdo entre o 'ConvexPerimeter’ e o e o perimetro do objeto - Resulta em valoresde 0a 1
Relagdo entre o didmetro e o comprimento do objeto

Valor 1 € um circulo perfeito, valores préximos a 0 indicam um poligono alongado

Relagdo do perimetro do objeto dividido pelo perimetro de uma circunferéncia de mesma area
Didmetro de um circulo com mesma area do objeto

Relagdo entre a drea do objeto e a drea do menor retdngulo que dentro dele se encaixa
Relacdo que caracteriza

Relagdo entre o eixo maior e o menor do objeto

Menor didmetro contido no objeto

Eixo menor do objeto

Eixo maior do objeto

Relacdo entre a drea do objeto e a drea dos buracos

Area do circulo minimo que envole o objeto

Area da elipse minima que envole o objeto

Distancia Euclidiana entre os centrdides do objeto e do bounding box (quadrade minimo gue envolve o objeto)
Distancia Euclidiana entre os centrdides do objeto e do convex hull (poligono que envolve o objeto)
Distancia Euclidiana entre os centrdides do objeto e da elipse que envolve o objeto

Intensidade

Meanintsty_Full
StdDewvlintsty_Full
Meanlntsty_noHole
StdDevintsty_noHole
Median

Contrast_edge

Meédia da intensidade de cinza do objeto todo

Desvio padrdo da intensidade de cinza do objeto todo

Meédia da intensidade de cinza do objeto com exclusdo dos buracos (contornos azuis nas imagens)
Desvio padrdo da intensidade de cinza do objeto com exclusdo dos buracos

Valor mediano da intensidade de cinza do objeto

Mede a relacdo entre a diferenca de intensidade maxima de pixels da borda com a diferen¢a maxima de intensidade no

ROI

Forma do histograma

Entropy Grau de aleatoriedade das intensidades de uma imagem.
Skewness Medida de assimetria da distribuigdo de intensidades de uma imagem.
Kurtosis Medida de alongamento da distribuigdo de intensidades relativo a uma distribui¢do normal.
Descritores de textura de Haralick
L
L
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3. METODOS UTILIZADOS NO FUNDEIO IN SITU

O SIPI foi implementado em um ponto fixo, adquirindo dados de fevereiro a junho
de 2017, os quais posteriormente foram tratados com os softwares LPD e LLS visando
entender a dinamica de particulas em uma regido costeira de uma enseada no litoral norte do

estado de Sao Paulo e sua correlacdo com as for¢antes ambientais.
3.1. AREA DE ESTUDO

O equipamento de filmagem com sensores foi instalado a 1,5m de profundidade em
uma plataforma flutuante posicionada na latitude de 23°30°01°’S e longitude 45°07°04°°W,
na isobata de 4 metros, préximo a base de pesquisa “Clarimundo de Jesus” do Instituto
Oceanografico da Universidade de Sao Paulo (I0/USP), na enseada do Flamengo, Ubatuba,
litoral norte do estado de Sao Paulo.

A enseada do Flamengo possui abertura para sul, ¢ protegida das adguas de
sudeste pela Ilha Anchieta, tem predominio do sistema de maré semi-diurna, valores de
velocidade da corrente inferiores a 10 cm s no inverno e menores que 15 cm s! no verdo
(MAHIQUES, M. M., 1992) e forte influéncia dos ventos nas areas proximas ao continente
(CASTRO-FILHO, B. M. ET AL., 2015).

Segundo MAGLIOCCA, A. e KUTNER, A. S. (1965) a corrente de dgua vinda de
sul entra na Enseada pelo lado ocidental, margeia a costa e bifurca-se, indo parte para a
porcdo oriental e parte para o Saco da Ribeira, localizado no fundo da enseada. O conjunto
de parametros atuantes na regido provoca uma grande variabilidade nos tamanhos dos
sedimentos, variando entre silte muito fino até areia fina e com predominio de deposi¢dao de
argila no Saco da Ribeira (MAHIQUES, M. M., 1992).

A plataforma interna da regido de Ubatuba ¢ dominada nas camadas superficiais
pela Agua Costeira (AC), com salinidade inferior a 34 e temperatura acima de 25°C e nas
camadas subsuperficiais pela Agua Central do Atlantico Sul (ACAS), com temperatura
menor que 18°C e salinidade entre 34,5 e 36, 8. Esporadicamente, principalmente durante o
verdo, ha a ocorréncia da Agua Tropical (AT) misturada & AC, sendo que a AT apresenta
valores de salinidade acima de 36 e temperaturas maiores que 22 graus (CASTRO-FILHO,
B. M.; MIRANDA, L.B. AND MIYAO S. Y., 1987). Durante a primavera e verdo, devido

ao predominio de ventos de leste e nordeste associados ao transporte de Ekman, ¢ comum a
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Agua Costeira se afastar da costa, resultando na intrusio da ACAS, que pode ser registrada
em profundidades de até 20 metros. Esse processo introduz nutrientes nas camadas

superficiais, elevando a producao planctonica (BRANDINI, F. P. ET AL., 2014).
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Figura 20: Localizacio do ponto de fundeio do sistema de imageamento na Enseada do Flamengo no
municipio de Ubatuba, litoral norte do estado de Siao Paulo.

3.2. INSTRUMENTACAO
O SIPI, os trés sensores ambientais Cyclops-7 da Turner e um sensor autbnomo de
condutividade e temperatura da série INFINITY-CTW ACTW-USB da JFE Advantech Co. foram

inseridos em uma unidade de suporte confeccionada em aluminio e esta foi fixada a

plataforma flutuante com correntes galvanizadas (Figura 21).



28

Figura 21: Equipamento de imagem com sensores acoplados, fixados em uma gaiola
presa a plataforma flutuante. Ao fundo se vé o armario sobre o flutuante, onde foram
instalados o computador e o controlador eletronico do sistema, mostrados na Figura 22.

Todo o sistema foi ligado a um computador NISE 3600E, Intel Core i5, ethernet
100/1000, com 4 entradas USB 3.0, 2 entradas USB 2.0, 5 RS232 e uma RS232/422/485,
sistema Windows 7 com 8 GB memoria RAM e os dados foram salvos em HDs externos,
facilitando seu transporte para laboratério (Figura 22). O sistema computacional foi
ajustadopara religar em caso de falta de energia e iniciar automaticamente os programas com
as ultimas configuracdes utilizadas. Além disso, como o computador foi conectado a Internet,
utilizando o sinal de WiFi do laboratério da base, amostras dos dados foram enviadas para o
Dropbox a cada trés ciclos de coleta, permitindo ao usudrio acompanhar a qualidade dos
dados e o correto funcionamento do sistema a distancia. A energia do equipamento foi

fornecida por cabos subterraneos ligados ao laboratério em terra.
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Figura 22:Componentes eletronicos e computador que controlam os sensores ambientais e o sistema de
imageamento. A-Monitor de 11 polegadas; B — HD externo de STB; C- Computador NISE 3600E;
D - Eletronica composta por um Arduino, 4 relés e um regulador de tensdo LM2596,
responsaveis por ligar e desligar os sensores ambientais, 0o LED e a cimera.

3.3. DEFINICAO DAS CONFIGURACOES DOS SOFTWARES

As configuracdes de uso do LPD e do LLS foram definidas por meio de
experimentos, visando analisar o maior nimero de objetos de interesse, buscando excluir
particulas muito desfocadas, tentando definir o método de segmentacdo mais preciso e
consequentemente otimizar os resultados da classificacdo automatica.

Oito videos, sendo um do final de fevereiro, cinco do més de marco e dois de Abril,
um do inicio e outro do fim do més, foram processados no LPD, com filtro de tamanho entre
300 e 999999 pixels, sem filtro de contraste e utilizando o algoritmo de segmentacdo de
Background Extraction, pois € o unico capaz de remover os ruidos estaticos causados por
particulas aderidas aos visores. A partir das ROI’s obtidas foram criados manualmente 8
projetos no LLS utilizando pardmetros de forma e de textura, pois segundo OGATA, B.
(2016) a combinagdo entre eles otimiza o resultado da classificagdo automatica. Este
procedimento resultou em um total de 281.904 vinhetas divididas em 10 grupos, classificados
em focados e desfocados, resultando em 20 classes. Na sequéncia, com o auxilio do Matlab,
as particulas foram plotadas em func¢do do contraste e range de tamanho, fornecendo quais
intervalos de valores englobam a grande maioria dos objetos, tanto por grupos quanto em sua
totalidade, permitindo definir os filtros a serem usados no LPD.

A definicdo do método de segmentacdo a ser usado no processo de classificagdo

automatica pelo LLS se baseou na andlise qualitativa das imagens segmentadas pelos
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diferentes algoritmos disponiveis e em resultados quantitativos de dois estudos, um que
estimou o numero total de objetos e a quantidade deles em cada grupo, quando aplicado cada
um dos algoritmos, € outro que avaliou a razao entre a area do ROI ¢ a area segmentada ¢ a
média e o desvio padrdo da area, do eixo menor e do eixo maior de cada classe para os
diferentes métodos de segmentagao.

Uma outra etapa fundamental para o sucesso da classificacdo automatica ¢ a criacao
de um training set capaz de fornecer resultados com alto nivel de precisdo, o que depende da
variedade dos objetos, do balango no nimero de classes ¢ do nimero de imagens em cada
categoria. Foram montadas 12 configuracdes distintas de uma biblioteca alternando o nimero
de classes entre 15, 12 € 9 e o numero de vinhetas em cada uma delas entre 400, 300, 200 ¢
100. Na sequéncia foi obtida para cada modelo uma matriz resultante da validacao cruzada,
permitindo analisar o numero de falsos positivos (classificados incorretamente), de
verdadeiros positivos (classificados corretamente) e a acuracia. A biblioteca que apresentou
maior valor de acurécia foi selecionada para ser utilizada na classificacdo automatica dos
objetos do estudo de caso.

Os resultados dos experimentos mencionados acima serdo apresentados a seguir na

se¢do de Resultados.

3.4. FERRAMENTAS COMPUTACIONAIS

O LCR foi configurado para trabalhar com a cdmera Basler, ganho automatico,
evitando assim que as imagens ficassem muito claras ou muito escuras € com exposi¢ao de
15 ps. Na definicdo da taxa de aquisi¢do optou-se pelo menor valor que ndo deixasse de
capturar particulas, definindo-se 15 frames por segundo (fps), adquiridos de maneira
automatica. Os frames foram salvos em formato de videos, a uma frequéncia de 11 fps, dado
que o formato ‘.avi’ ¢ mais compacto do que imagens em bmp ou jpeg.

O LSDR foi programado para fazer um ciclo a cada 40 minutos, que consistiu em
adquirir imagens por um minuto e em seguida fazer 3 medidas com cada sensor de clorofila,
ficoeritrina e CDOM, com intervalo de 10 segundo entre cada medida consecutiva.

As configuracdes de filtro de tamanho e contraste do LPD foram estabelecidas
segundo os resultados dos experimentos com particulas (secdo 3.3), que serdo apresentados

na se¢ao de Resultados.
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Na etapa de segmentagdo pelo LLS se optou pelo uso do algoritmo Mode Value,
que forneceu o melhor resultado para particulas em geral. Os pardmetros de forma e textura
também foram utilizados, pois contribuem para elevar o nivel de acerto da classificagao
automatica, como mencionado anteriormente. A classificacdo automadtica das imagens
obtidas no estudo de caso, apresentado na se¢do de Resultados, foi realizada utilizando uma
biblioteca composta por 2700 vinhetas divididas em 9 classes, sendo elas: Appendicularia,
Ceratium, Cnidaria, Copepodo, Detrito, Diatomacea, Filamentos, Larva de Poliqueta e
Penilia. O método de aprendizado de maquina foi o Random Forest, cuja eficiéncia ja foi
comprovada pelos trabalhos de JACOBSEN, S. ET AL. (2018) e GORSKY, G. ET AL.
(2010), entre outros. As imagens processadas no LPD e no LLS forneceram a abundancia

total das particulas e a abundéancia por range de tamanho.

3.5. DADOS AMBIENTAIS

Dados de imagens, clorofila, ficoeritrina e CDOM foram adquiridos em ciclos de 1
minuto de filmagem, 3 medidas dos pardmetros ambientais de 10 em 10 segundose 40
minutos de intervalo, além disso 5 valores de temperatura e 5 de salinidade foram medidos
na frequéncia de 1Hz, também a cada 40 minutos.

Dados meteoroldgicos de temperatura do ar, umidade relativa, pressdo atmosférica,
velocidade do vento e radiacdo solar foram adquiridos naesta¢do meteoroldgica do Instituto
Oceanografico da Universidade de Sao Paulo em intervalos de 15 minutos e medidas do nivel
do mar de 3 em 3 minutos foram fornecidas pelo marégrafo dessa mesma institui¢do, ambos
posicionados na Base Clarimundo de Jesus em Ubatuba, a uma distdncia de
aproximadamente 350 metros do ponto de fundeio. Os parametros ambientais incluiram
também valores de precipitagdo a cada uma hora, provenientes da estacdo automatica do
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), localizada em Paraty.

Na analise visual dos dados da série temporal completa foram plotados os valores
brutos de cada parametro para cada horario de coleta. Nas andlises estatisticas, para as
varidveis com apenas um valor por amostra, foi calculada a média e o desvio padrdo entre as
trés amostras anteriores e trés posteriores e os valores fora do intervalo dos desvios padrao
foram interpolados. No caso das varidveis com mais de uma medida por amostra os outliers,
definidos como o ponto mais distante da mediana entre os valores de um mesmo horério de

aquisi¢do, foram excluidos e a nova mediana foi utilizada.
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O periodo amostrado foi do final de fevereiro ao inicio de junho de 2017, incluindo a
transicao entre o fim do verdo e o inicio do outono. No entanto, por se tratar de um periodo
experimental, o equipamento foi retirado para manutencao nos dias 1 a 4 de margo, 21 a 28
de Margo e 2 a 5 de Abril. Para fins estatisticos sera analisado o maior intervalo sem
interrupcao de dados, sendo entre 5 de abril e 7 de Maio de 2017. Além disso, devido a
limitagdes no processo de classificacdo automatica, que serdo detalhadas mais a frente, os
objetos foram analisados como particulas e divididos em trés ranges de tamanho de acordo
com a dimensao de seu eixo maior. O espectro de tamanho 1 incluiu objetos com area menor
que 3302 pixels, equivalente a 385 pm de lado considerando a particula quadrada, o range 2
inclui objetos entre 3302 e 8563 pixels ¢ a classe de tamanho 3 com area maior que 8563
pixels ou 620 um de lado.

As séries temporais de cada uma das variaveis, compostas por 1186 medidas, tiveram
seus sinais decompostos em fungdes sinusoidais basicas com base na analise de Fourier
realizada com o auxilio do software Statistica, buscando detectar padrdes recorrentes dos
fenomenos. As frequéncias menores que 0,004, referentes a periodos maiores que 7 dias, ndo
foram analisadas devido a extensdo relativamente curta da série total. Ou seja, foi assumido
que periodos superiores a 4 da série ndo seriam resolvidos adequadamente pela analise e por
1sso foram desconsiderados. Os aspectos formais dessa andlise estdo especificados em
BLOOMFIELD (1976) e JENKINS & WATTS (1968).

O comprimento de onda em uma fungdo senoidal ou cossenoidal € tipicamente
expressa em termos do nimero de ciclos por unidade de tempo (frequéncia) e o periodo
dessas funcdes ¢ definido como sendo o intervalo de tempo requerido para que ocorra um
ciclo completo, dado isso periodo (T) e frequéncia (v) se relacionam por T = 1/v..

No presente trabalho a frequéncia foi computada em termos de ciclos por observagao,
pois cada observagdo representa uma unidade de tempo (40 minutos). A variancia foi
expressa em densidade espectral estimada a partir da suavizagao do periodograma, resultante
da aplicacdo de Hamming window (BLACKMAN, R.B. & TUKEY, J.W., 1958). Na
abordagem Hamming window, os pesos para a média movel ponderada dos valores do

periodograma sdo calculados para cada frequéncia segundo as equacdes 7 e 8.

Wj = 0,54 + 0,46 cos(’%"') (=0 a p) Eq.(7)
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Onde,

_ (m-1)
2 9

m — comprimento da série;
Wj — peso da variavel j;

Os resultados da analise basica de Fourier indicaram as varidveis cujas frequéncias
mais representativas tinham valores proximos. Esses pardmetros foram divididos em grupos
de frequéncias e o espectro cruzado entre eles foi obtido. As frequéncias com baixa densidade
espectral foram excluidas da andlise de coeréncia quadrada porque valores muito baixos
podem resultar em alta coeréncia entre si mesmo, nao existindo um padrao ciclico, podendo
levar a interpretagdes erroneas.

A andlise dos espectros cruzados ¢ uma modalidade bivariada da analise de Fourier
que busca identificar a correlagcdo entre os componentes ciclicos de duas series temporais.
Uma descri¢cdo mais detalhada do processo matematico pode ser encontrada em LOPES,

R.M. (1997).
4. RESULTADOS
4.1. CONFIGURACAO DOS SOFTWARES

Os testes com o software LPD permitiram definir os filtros de contraste e tamanho
mais adequados ao processo de extragdo de ROIs utilizando o Background Extraction. O
referido método de segmentacao foi escolhido por extrair o ruido estatico dos frames pois,
por se tratar de um sistema fixo, detritos e organismos frequentemente se acoplam aos
visores, 0 que poderia incorrer em erros na estimativa de abundancia de particulas.

Os resultados dos experimentos, apresentados na Figura 23, mostraram que o
tamanho dos organismos das classes Copepodo Nauplio e Detritos variou entre 256 ¢ 16384
pixels (log2® e log2'%), no entanto, os focados predominaram entre 128 e 4096 pixels. O
contraste desse conjunto de particulas ficou entre 20 e 100%, com os focados concentrados
a partir de 50%. Os menores organismos apresentaram minimos de contraste até proximo de

10%.
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Copepoda e Nauplio Detrito Tontonia sp.
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Figura 23: Resultados dos testes com o software LPD. Agrupamento de organismos por classe (focados
e desfocados) para diferentes valores de contraste e tamanho.

As classes Ceratium, Coscinodiscus e Penilia, tanto focados quanto desfocados,
tiveram 4reas variando, respectivamente, entre 256 ¢ 1024 um?, 1024 e 4096 um? e 2048 ¢
8190 um?. Os objetos desfocados apareceram a partir de aproximadamente 20% de contraste
enquanto os focados do grupo Ceratium tiveram contraste minimo de 70%, os da categoria
Coscinodiscus 60% e de Penilia 55%. Organismos classificados manualmente como
desfocados apareceram misturados aos focados, pois a categorizagdo manual considerou
apenas objetos exatamente no foco, além de se tratar de uma técnica subjetiva e os valores
de contraste extraidos pelo software sdo quantitativos e, portanto, ndo necessariamente as
duas abordagens coincidem. A Figura 24 apresenta exemplos de objetos das duas categorias,
indicando semelhangas e diferencas entre particulas alocadas em grupos distintos.

As vinhetas do grupo Cnidaria, Diatomacea Penada, Appendicularia e
Chaetognatha resultaram em valores de contraste de 30 até 100% com os focados presentes
a partir de 60% e tamanhos no intervalo entre 256 e 32768 pixels. No entanto, ficou evidente

que parte dos itens desfocados aparece misturada aos focados (Figura 23). Isso pode ter
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ocorrido pela subjetividade da classificagio manual, como mencionado anteriormente,
devido a variagdo morfologica dos organismos, tanto em funcao da espécie quanto por sua
posicdo, ou ainda pelo fato de se tratar de espécimes com certa transparéncia, o que dificulta
ao método de segmentagdo contornar o objeto por completo, segmentando apenas parte do
mesmo. No caso de Apendiculérias fora de foco, por exemplo, ¢ comum que apenas o tronco
seja reconhecido, o que resulta em um contraste mais alto do que se todo o organismo tivesse
sido segmentado. Essa mesma limitacao esteve presente na classe Tontonia (um género de
ciliado, comum na area de estudo), que apresentou um padrao diferente dos demais grupos
estudados, com focados e desfocados distribuidos indistintamente no gradiente de contraste
e tamanho, demonstrando que ndo € possivel usar essas métricas para distingdo desse grupo.
Pode-se apenas afirmar que os intervalos entre 128 e 1024 pixels e contraste maior que 30%
englobam praticamente todos os objetos dessa categoria.

O conjunto de padrdes de todas as classes (Figura 25) permitiu inferir que a grande
maioria dos objetos estd concentrada entre os valores de 30 e 100% de contraste, com
maximo entre 40 e 70%. No entanto, a analise por classes indicou que os organismos focados
aparecem a partir de 50% de contraste, valor entdo escolhido como o filtro padrao a ser usado
no LPD. Em relag¢do ao tamanho, foi observada a maior concentracao de particulas dentro do
intervalo entre 256 e 16300 pixels, equivalente a 11492 pm? e 731707 pm?.

Analisando os resultados dos experimentos com softwares com o intuito de excluir
objetos muito desfocados, impossiveis de serem classificados e enfatizar os organismos do
mesozooplancton, definiu-se que no LPD seria usado filtro de tamanho entre 500 e 16300
pixels quadrados, referentes a objetos com area dentro do intervalo entre 22849 e 731707
um? (para pixel com dimensdo de 6,76 x 6,76 um) o que equivaleria a um quadrado com lado
entre 152 a 856 um. O limite minimo foi escolhido sendo um pouco inferior ao do
mesozooplancton para evitar que o LPD excluisse espécimes com baixa razdo de aspecto
(alongados), porém incluidos nessa categoria devido ao seu comprimento total. O filtro de

contraste de 50% foi escolhido por ser o maior valor que exclui poucas particulas de interesse.
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Figura 25: Resultado dos testes de tamanho e contraste utilizando o LPD, concentracio de
todas as particulas presentes nos 8 videos.
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As andlises qualitativas usaram o LLS e as particulas que possuiam contraste maior
que 50% e tamanho entre 500 e 16300 pixels de area, pertencentes aos 8 videos do teste
anterior,para definigdo do melhor algoritmo de segmentacdo. Os resultados, que sao
apresentados nas figuras a seguir, mostraram que o método Triangle ¢ extremamente
sensivel, sendo capaz de detectar partes gelatinosas que nenhum outro consegue, no entanto,
ele segmenta também diversos componentes ndo relevantes, como manchas e ruidos
estaticos, incorrendo em erro nos valores dos parametros de forma e textura. Por este motivo,

o método nao foi o mais adequado para nenhuma das classes avaliadas.
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Figura 26: Resultado da aplicacido dos métodos de segmentaciio disponiveis no LLS a classe
Appendicularia.

A aplicagdo dos diferentes algoritmos aos objetos do grupo Appendicularia (Figura
26) demonstrou que LBP, OTSU, Mode Value, Watershed e Background Extraction
funcionaram satisfatoriamente e de maneira similar para todas as imagens exemplificadas,
exceto a ultima, na qual apenas o Mode Value foi capaz de segmentar o tronco e a cauda. Os
métodos LBP, Mode Value e Background Extraction se destacaram por terem sido os tnicos

a segmentar corretamente a ‘casa’ na penultima imagem, embora o método de Background
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Extraction tenha detectado outros elementos na terceira imagem. Diante destes resultados, o
método Mode Value foi considerado o mais eficiente para esta classe de organismos.

Na segmentagdo do grupo Ceratium (Figura 27) todos os algoritmos, exceto
Triangle, forneceram excelentes resultados, embora na terceira imagem a analise com Otsu
ndo tenha contornado o objeto todo e com o LBP uma mancha tenha sido considerada. Apesar
da boa performance das técnicas, 0 Mode Value ainda foi o que se mostrou mais adequado a
classe Ceratium. Resultado semelhante foi observado para o grupo Cnidaria (Figura 28), no
qual o Triangle se destacou por detectar tentaculos na segunda e na sexta imagens, estruturas
que os demais métodos nao foram capazes de delinear, porém sempre também selecionando
ruidos que ndo pertenciam ao contorno do organismo em questdo. Na sexta imagem
Watershed, LBP e Mode Value delinearam um tentdculo ndo selecionado pelos demais
algoritmos, enquanto que na sétima imagem apenas Background Extraction e Mode Value

segmentaram a maioria dos tentaculos.
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Figura 27:Resultado da aplicacdo dos métodos de segmentacio
disponiveis no LLS a classe Ceratium.



39

Os resultados da segmentacdo da classe Copepodo (Figura 29) evidenciaram que na
primeira imagem apenas o Triangle detectou os detalhes das anténulas, porém com o mesmo
erro mencionado anteriormente, enquanto que o Mode Value foi o unico capaz de selecionar
as anténulas desfocadas na quarta vinheta, sendo novamente o método mais adequado. Nas

demais imagens as performances dos algoritmos foram satisfatdrias e similares entre si.
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Figura 28: Resultado da aplicacio dos métodos de segmentacio ao grupo Cnidaria.
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COPEPODO

Figura 29: Resultado da aplicacdo dos métodos de segmentacio
disponiveis no LLS a classe Copepodo.

O algoritmo Watershed foi o mais adequado para as Coscinodiscus sp. do grupo
Diatomaceas (Figura 30), tendo sido o unico que detectou corretamente apenas o organismo
na quinta imagem, sem influéncia de ruidos. Apesar disso, os demais métodos, exceto
Triangle, forneceram bons resultados para as outras vinhetas. Em relagdo as diatomaceas
penadas (Figura 30) na segunda imagem Watershed segmentou uma mancha junto com o
organismo, isso porque ele considera o ponto mais escuro da imagem e a partir dele detecta
a area ao redor com intensidade semelhante; ja os demais métodos funcionaram corretamente
para esse caso. Mode value nao foi capaz de selecionar o organismo da terceira imagem e
Otsu ndo contornou corretamente a particula da ultima foto. Background Extraction e a
abordagem LBP segmentaram corretamente todas as imagens, sugerindo que sdo as técnicas

mais adequadas para segmentar diatomaceas penadas.
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DIATOMACEA

Figura 30: Resultado da aplicacio dos métodos de segmentaciio disponiveis do LLS a classe
Diatomaceas.

No caso de Penilia (Figura 31) na segunda imagem apenas o Mode Value contornou
corretamente o organismo, selecionando inclusive a porc¢do transparente deste. O método
Triangle foi capaz de detectar esta mesma area da imagem, mas a presenca de ruidos incorreu

em resultados erroneos. A quinta vinheta foi segmentada corretamente pelos métodos Mode
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Value e Background Extraction e na ultima vinheta o Mode Value foi o que apresentou
melhor resultado, embora ndo tenha circundado a por¢do transparente do objeto. Nenhum
dos algoritmos segmentou perfeitamente todas as particulas, mas o Mode Value foi

considerado o mais adequado para a presente classe.
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Figura 31: Resultado da aplicacido dos métodos de segmentacio
disponiveis no LLS a classe Penilia.

Identificar corretamente o grupo Tontonia ¢ um grande desafio por se tratar de
organismos com uma coroa ciliar de alta intensidade e uma cauda extremamente fina, quase
transparente. Na primeira vinheta da figura 32 todos os métodos segmentaram a mancha ao
invés do organismo, exceto o Mode Value, mas este contornou apenas a coroa ciliar. O
algoritmo Otsu da terceira até a sétima imagem ndo foi capaz de selecionar a cauda dos
organismos (um apéndice contratil observado neste género), apenas a estrutura da coroa.
Background Extraction, Mode Value, Watershed e LBP na terceira imagem conseguiram

identificar parte da cauda e a coroa, e os trés ultimos algoritmos obtiveram sucesso
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processando a quinta vinheta. Na sexta e sétima imagens apenas Triangle e Watershed
segmentaram perfeitamente o organismo, mas esse ultimo ndo teve boa performance para a
primeira imagem. Tendo em vista os resultados do teste, Mode Value parece ter sido o

método com melhor capacidade de segmentagao deste grupo.
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Figura 32: Resultado da aplicacio dos métodos de segmentacio disponiveis no LLS ao grupo
Tontonia.

O experimento qualitativo aplicando seis algoritmos de segmentagdo a sete
diferentes classes de organismos sugeriu que Mode Value foi o algoritmo mais adequado
para Copepoda, Appendicularia, Ceratium, Cnidaria, Penilia e Tontonia, o método de
Watershed forneceu os melhores resultados para Coscinodiscus, ¢ LBP e Background
Extraction indicaram serem os mais apropriados para detectar as diatomaceas penadas.

Considerando que o software LLS permite ao usudrio selecionar apenas um método de
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segmentacao para o conjunto de amostras (projetos) a ser analisado, definiu-se que no estudo
de caso apresentado a seguir seria usado Mode Value, por ter respondido melhor a um maior
nimero de classes.

A definicdo do método de segmentagdo ainda foi complementada por resultados
quantitativos sobre o numero total de particulas segmentadas e a média e desvio padrao do
eixo maior dos objetos para cada método, aplicado a 9 diferentes classes. A Figura 33 mostra
que os 6 algoritmos conseguiram segmentar praticamente 0 mesmo numero de organismos
em todas as classes, a unica diferenca significativa foi a menor quantidade de detritos
desfocados detectados pelo Mode Value, em torno de 850 objetos, enquanto os demais
algoritmos detectaram mais de1200 vinhetas. Este resultado fortalece a idéia de que o Mode
Value ¢ a técnica mais adequada, uma vez que detritos desfocados incorrem em erros nas
medidas de forma, portanto ¢ desejavel que sejam excluidos nos estudos morfométricos ou

estudos de abundancia por intervalo de tamanho.
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Figura 33: Numero total de particulas detectadas em cada método de segmentacio disponivel
no LLS, baseado em um experimento de segmentaciao de um projeto reunindo 8 videos classificados
manualmente.
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A comparacdo entre as medidas do eixo maior dos organismos desconsiderou a
classe Appendicularia, devido ao baixo nimero de organismos presentes. As figuras a seguir
representam a mediana (linha vermelha), o desvio padrdo (linhas pontilhadas em cinza) e a
area contendo 50% dos valores (area em azul) da medida do eixo maior das particulas para
cada classe de particulas e para cada método de segmentacdo, sendo Background Extraction,
abordagem LBP, Mode Value, Otsu, Triangle e Watershed. Os resultados da classe Ceratium
(Figura 34) mostram que Triangle foi o tnico diferente dos demais porque, como mencionado
na analise qualitativa, ele segmenta ruidos junto com os organismos. A mediana do método
LBP foi superior as outras, possivelmente por detectar manchas e os valores de Otsu foram
abaixo da média pois trata-se de um método que ndo detecta muitos detalhes no processo de

segmentacdo. Estes padrdes também ocorreram no estudo qualitativo.
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Figura 34: Medidas do eixo maior das particulas da classe Ceratium para cada algoritmo de segmentacao.
Mediana (linha vermelha), desvio padrao (linhas pontilhadas em cinza) e a area contendo 50% dos valores
(area em azul). Bck - Background Extraction; LBP - abordagem LBP; MV - Mode Value; Ot — Otsu; Tr-
Triangle e Wt - Watershed.
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Figura 35: Medidas do eixo maior das particulas da classe Cnidaria para
cada algoritmo de segmenta¢io. Mediana (linha vermelha), desvio padrao (linhas pontilhadas em cinza)
e a area contendo 50% dos valores (drea em azul). Bck - Background Extraction; LBP - abordagem
LBP; MV -Mode Value; Ot — Otsu; Tr-Triangle e Wt - Watershed.

O grupo Cnidaria (Figura 35) revelou valores menores de tamanho para o método
de Otsu na categoria focados, possivelmente por delinear menos detalhes, além de uma
variagdo maior no algoritmo Mode Value, pois foi o tnico capaz de segmentar os organismos
por completo. Em relacdo as particulas desfocadas, a performance das seis técnicas foi
semelhante, possivelmente por se tratarem de vinhetas com contorno pouco definido.
Nenhuma das técnicas apresentou diferengas das demais quando considerados os valores da
mediana e os limites do desvio padrao.

A Figura 36 representa a classe Nauplio e Copepodo, para a qual todos os algoritmos
funcionaram de maneira similar. Otsu e Watershed geraram medianas menores que as
demais, pois ndo capturam detalhes como anténulas, como mostra a terceira imagem do teste
qualitativo (Figura 29). Em contrapartida, as dimensdes do algoritmo Mode value ficaram

levemente acima das outras quatro técnicas, pois segmenta o organismo por completo.
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Figura 36: Medidas do eixo maior das particulas da classe Nauplio e Copepoda
para cada algoritmo de segmenta¢io. Mediana (linha vermelha), desvio padrao (linhas pontilhadas em
cinza) e a area contendo 50% dos valores (drea em azul). Bek - Background Extraction; LBP -
abordagem LBP; MV -Mode Value; Ot — Otsu; Tr-Triangle e Wt - Watershed.

No grupo Coscinodiscus (Figura 37), todas as segmentagdes foram semelhantes,
exceto por Triangle, inclusive para as particulas desfocadas, pois a forma desses organismos
varia pouco, mesmo fora de foco. O algoritmo Watershed gerou as menores medianas.
Conforme visto no teste qualitativo, este algoritmo ndo segmentou o ruido presente na

vinheta e excluiu areas de baixo contraste, como as bordas dos objetos desfocados.
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Figura 37: Medidas do eixo maior das particulas da classe Coscinodiscus para
cada algoritmo de segmentacio. Mediana (linha vermelha), desvio padrao (linhas pontilhadas
em cinza) e a area contendo 50% dos valores (area em azul). Bck - Background Extraction; LBP -
abordagem LBP; MV -Mode Value; Ot — Otsu; Tr-Triangle e Wt — Watershed.
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Os seis métodos de segmentacdo forneceram resultados proximos na classe
Diatomacea Penada (Figura 38) tanto focados como para desfocados. Para essa segunda
categoria a variacdo foi muito maior, dado que ruidos provenientes do objeto desfocado
incorrem em erros nas medidas de tamanho, principalmente por serem objetos com um certo

grau de transparéncia.
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Figura 38: Medidas do eixo maior das particulas da classe Diatomacea Penada para
cada algoritmo de segmenta¢io. Mediana (linha vermelha), desvio padrao (linhas pontilhadas em cinza)
e a area contendo 50% dos valores (drea em azul). Bck - Background Extraction; LBP - abordagem
LBP; MV -Mode Value; Ot — Otsu; Tr-Triangle e Wt — Watershed.

As medidas da classe Penilia (Figura 39) possibilitaram inferir que as medianas
geradas por Mode Value e Triangle foram maiores porque sdao capazes de detectar detalhes
transparentes, mas lembrando que o segundo método inclui muitos ruidos como resultados.
Com excec¢do do método Triangle, todos os outros foram semelhantes, com os valores das

medianas dentro do intervalo desvio padrdo, tanto para focados como para desfocados.
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Figura 39: Medidas do eixo maior das particulas da classe Penilia para
cada algoritmo de segmentacio. Mediana (linha vermelha), desvio padrao (linhas pontilhadas em cinza)
e a area contendo 50% dos valores (area em azul). Bck - Background Extraction; LBP - abordagem
LBP; MV -Mode Value; Ot — Otsu; Tr-Triangle e Wt — Watershed.

Os dados da categoria Tontonia (Figura 40) tiveram as maiores variagdes entre os
métodos, possivelmente devido a dificuldade em segmentar a cauda desses organismos,
como indicado no estudo qualitativo. O método de Otsu resultou na menor mediana, pois
nem sempre segmentou o organismo por inteiro, oposto aos métodos Triangle, Watershed e
LBP, que foram mais adequados por resultarem nas maiores medianas.

Os métodos de segmentacdo aplicados aos Detritos (Figura 41), com exce¢dao do
Triangle, ndo tiveram diferencgas significativas, com valores da mediana proximas entre si,
principalmente na categoria dos objetos focados. As variagdes presentes nos detritos
desfocados resultam da sensibilidade de cada método para detectar ruidos, como manchas,

ou de sua limitagdo para distinguir entre o objeto e o fundo (background).
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Figura 40: Medidas do eixo maior das particulas da classe Tontonia para
cada algoritmo de segmenta¢io. Mediana (linha vermelha), desvio padrao (linhas pontilhadas em cinza)
e a area contendo 50% dos valores (drea em azul). Bck - Background Extraction; LBP - abordagem
LBP; MV -Mode Value; Ot — Otsu; Tr-Triangle e Wt — Watershed.
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Figura 41: Medidas do eixo maior das particulas da classe Detrito para
cada algoritmo de segmentagio. Mediana (linha vermelha), desvio padrao (linhas pontilhadas em cinza)
e a area contendo 50% dos valores (drea em azul). Bck - Background Extraction; LBP - abordagem
LBP; MV -Mode Value; Ot — Otsu; Tr-Triangle e Wt — Watershed.
O teste quantitativo com os diferentes métodos de segmentacdo sugeriu que, com
excecdo do método Triangle, todos os demais nao geraram diferengas relevantes nas métricas
de forma estudadas, quando aplicados aos grupos Ceratium, Cnidaria, Nauplio e Copepoda,

Coscinodiscus, Diatomacea Penada, Penilia e Detrito. Apenas na classe Tontonia foi

observada uma elevada discrepancia entre Otsu, Triangle e Watershed. Em relacdo ao
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nimero total de objetos segmentados houve divergéncia apenas para o algoritmo Mode
Value, no caso de Detritos desfocados. Os resultados desse teste deram suporte aos resultados
da analise qualitativa. O fato de Mode Value ter excluido mais detritos desfocados do que as
demais técnicas corroborou para defini-la como a estratégia mais adequada para a
segmentacao das particulas adquiridas no presente estudo.

O ultimo teste com o LLS foi realizado para definir a melhor configuracdo da
biblioteca. Foram construidas bases de treinamento com 15, 12 e 9 classes (Tabela 7),
testadas com 400, 300, 200 e 100 organismos por categoria. O resultado da acuracia da

validagdo cruzada de cada um dos testes ¢ apresentado na Tabela 8.

Tabela 7: Classes dos modelos com 15, 12 e 9 categorias, aplicados no teste para
definicio da base de treinamento a ser usada no LLS.

Modelo com 15 Classes Modelo com 12 Classes Modelo com 9 Classes
Appendicularia Appendicularia Appendicularia
Bastdo Bolhas Ceratium sp.
Bolhas Ceratium sp. Cnidaria
Ceratium sp. Cnidaria Copepodo
Cnidaria Copepodo Detrito
Copepodo Detrito Diatomaceas
Coscinodiscus Diatomaceas Filamentos
Detrito Filamentos Larva_Poliqueta
Diatomaceas Larva_Poliqueta Penilia
Filamentos Nauplio
Larva_Poliqueta Penilia
Manchas Tontonia
Nauplio
Penilia
Tontonia

A biblioteca com 15 classes alcangou o maior valor de acuracia entre os trés modelos
nos testes com 100, 200 e 400 organismos por categoria, correspondendo a 83,6, 86,5 e
86,8%, respectivamente. Quando analisadas as bibliotecas com 300 organismos por classe, a

melhor performance foi com 9 grupos, com classificagdo correta de 86,8% do total dos
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objetos. Fazendo uma comparagdo entre os métodos com mesmo nimero de grupos, fica
evidente que, para 15 categorias, a maior acurdcia foi obtida para a configuragdo de 400
objetos por grupo. Nos casos com 9 e 12 categorias o melhor resultado foi alcancado para
classes com 300 organismos. A biblioteca escolhida para ser aplicada na classificagao
automatica do estudo de caso teve acuracia de 86,8%, o maior valor entre as 12 opgdes
estudadas, e foi composta por 9 classes com 300 organismos em cada uma.
Tabela 8: Valores da acuracia de cada modelo de biblioteca testado, obtidos por validacio
cruzada. As bordas pretas do quadrado demarcam os maiores valores entre bibliotecas com 0 mesmo
numero de classes. Os nimeros com dois tracos em volta sdo os maiores valores de acuracia quando

comparando bibliotecas com 0 mesmo nimero de organismos em cada classe. O niimero em negrito se
refere a maior acuracia dentre todas as op¢oes estudadas.

NuUmero de Numero de Organismos Acuracia
Classes por Classe (%)

15 400
15 300 85,11
15 200 -86,48-
15 100 -83,63-
12 400 85,25
12 300 86,48
12 200 84,45
12 100 82,08
9 400 86,09
9 300 -86,82-
9 200 85,17
9 100 81,49

A validagdo cruzada baseada em Random Forest com maior acuracia (86,8%)
extraiu 43 parametros de forma e textura, tendo classificado corretamente 2344 imagens de
um total de 2700. A matriz de confusdo resultante (Figura 42) mostra a relacdo entre as
classes validadas (AO a 10) e os objetos classificados na validagdo cruzada (a0 a i0),
evidenciando que a maior taxa de acerto foi nas classes Ceratium, Diatoméceas e Filamentos,
enquanto que a principal fonte de erros foi o grupo detritos, com o menor indice de acerto de
todo o teste (62%). Tais particulas foram confundidas principalmente com Copepodos (16%)

e Appendicularias (11%).
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Ceratium [A0]
Cnidaria [B0]
Larva-Polig [C0]
Copep |DO]
Diatom [E0]
Detrito [F0]
Penilia |GO]
App [HO]

Filam [10]
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Figura 42: Matriz resultante da valida¢ao cruzada da biblioteca selecionada para
ser usada no estudo de caso com acuricia global de 86,8%.

4.2. ESTUDO DE CASO — DINAMICA DE PARTICULAS

O equipamento de imageamento acionado pelos programas LCR e LSDR funcionou
satisfatoriamente, adquirindo imagens de qualidade (Figura 43) sem sofrer influéncia da
iluminacao externa, na frequéncia correta configurada pelo operador e salvando os dados no

formato desejado.

Figura 43: Amostra de imagens obtidas pelo sistema de imageamento in situ.

O LPD também apresentou boa performance usando os filtros de tamanho e
contraste definidos. Foram extraidas todas as regides de interesse de cada frame (Figura 44),
excluindo as particulas muito pequenas e reduzindo em torno de 80% o niimero de manchas

segmentadas.

assed Jod sepnonaed ap wadediog
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Figura 44: Exemplo de resultado fornecido pelo LPD. Imagem do frame original
e das vinhetas extraidas a partir dele.

O método de Background Extraction foi escolhido no LPD por ser capaz de remover
ruidos estaticos das imagens. A Figura 45 mostra que a fungao foi executada com éxito. As
imagens do lado esquerdo indicam que na auséncia de ruido estatico o fundo ficou claro e
sem particulas. O exemplo do meio mostra que mesmo com alta concentracio de objetos se
os visores estiverem limpos esses objetos ndo sdo considerados como parte do fundo e
resultam em vinhetas segmentadas. A figura da direita representa um exemplo de quadro com
alta presenga de ruido estatico e seu respectivo fundo, mostrando que a grande maioria dos

ruidos estaticos foi removida do processo de segmentagao.



55

Figura 45: Exemplo de como o Background remove ruidos estaticos no processo de extracio
de ROD’s pelo LPD. As figuras superiores representam exemplos de frames originais
e as inferiores seus respectivos backgrounds.

Todas as ferramentas do LLS funcionaram satisfatoriamente, permitindo ao usuario
criar um novo projeto, alocar as vinhetas em pastas, montar a base de treinamento, obter a
validagdo cruzada e realizar a classificacdo automatica.

A biblioteca composta por 9 classes com 300 organismos em cada uma, apontada
pelo teste dos softwares como a mais acurada, foi aplicada a um projeto contendo os 8 videos
utilizados nos testes do LPD e LLS e o resultado da classificagdo automatica foi comparado
ao da validag¢@o manual (Figura 46). A matriz de confusdo a seguir mostra a porcentagem de
organismos classificados em cada categoria, sendo que a diagonal representa os objetos
classificados corretamente. Os nomes grifados indicam os grupos que fazem parte da base de
treinamento enquanto os nomes nao grifados se referem as classes pertencentes ao projeto
que ndo estavam incluidas na biblioteca.

Analisando a matriz de confusdo nota-se que os grupos com maiores indices de
acerto foram Copepoda e Diatomacea, com 74% dos organismos tendo sido classificados
corretamente, seguidos porCeratium com 78%, Detrito 79%, Cnidaria 82%, Penilia 84% e o
grupo com maior precisao foi das Appendicularias, com 97%. Em contrapartida as categorias

com maiores indices de erro foram Copepoda desfocados, Nauplio, Nauplio desfocado e
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Véliger, dos quais respectivamente 51%, 89%, 80% e 88% dos objetos foram alocados na
categoria Detrito. Os organismos do grupo Tontonia desfocado também tiveram uma alta
porcentagem de organismos classificados erroneamente, com 35% identificados como detrito
e 38% como Appendicularia. Em relacdo a Tontonia, 41% delas foram classificadas como
Appendicularia e 35% como filamento. O grupo Larva Poliqueta teve 97% de seus
individuos classificados como Copepoda, enquanto que 78% dos Chaetognata desfocado e
100% dos focalizados foram categorizados como Filamento. Houve casos em que a
classificagdo diferiu da validagdo manual, mas houve casos de organismos das classes
desfocadas serem classificados como focalizados em suas respectivas categorias. Isso
ocorreu em 71% das diatomdaceas, 80% de Appendicularias, 69% de Ceratium e 58% do
grupo Cnidaria, o que contabilizou no calculo da acuracia como erro, mas se tratam de
classificagdes corretas. A acuracia global da classificagdo automadtica foi de 27%, porém ¢
preciso ponderar que a biblioteca ndo possuia exemplares de alguns grupos encontrados no
projeto classificado. Se computassemos os desfocados que foram categorizados corretamente
a acurdcia aumentaria para 47% e no caso de o projeto conter apenas as mesmas classes da

biblioteca a acuracia atingiria 75%.
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Considerando o erro proveniente da acuricia da classificagdo automadtica e sua
propagacao na extrapolacdo da abundancia obtida em um mililitro para milhares de metros
cubicos, o valor de 27% resultante da classificacdo automatica do presente teste indica que
esse método ainda necessita ser melhorado antes de sua aplicacdo a uma quantidade massiva
de dados. Diante desse cendrio, decidiu-se por considerar todos os objetos como sendo
particulas e estuda-los em trés diferentes ranges de tamanho (<385 pum; 385-620 um;
>620um), correlacionando-os aos parametros ambientais.

A Figura 47 apresenta todos os dados, ambientais e de particulas, obtidas no presente
estudo de caso, no periodo compreendido entre 20 de fevereiro e 7 de Maio de 2017. Nota-
se em cinza os periodos de manutengdo do equipamento em laboratorio, sendo que no inicio
de marco e de abril tal manutencdo consistiu na retirada da bioincrustagao e em marco foi
necessaria a troca dos sensores ambientais devido a infiltracdo nas emendas dos fios.

A calibragdo dos novos sensores foi verificada utilizando um padrao sélido da
Turner, o qual demonstrou que as medidas estavam de acordo com os valores dos sensores
substituidos. As areas em lilas indicam possiveis correlagdes entre o nimero total de
particulas ¢ os dados ambientais e as linhas vermelhas representam os dias nos quais o
instrumento foi limpo durante os intervalos entre as filmagens.

A regido A mostra um aumento na concentracdo de particulas, assim como da
temperatura e da velocidade do vento. Em B nota-se valores médios na abundancia das
particulas associado a reducgdo da temperatura, da radiagdo solar e da velocidade do vento e
grande amplitude de variacdo do nivel do mar.

A faixa C aponta para aumento do nivel médio do mar, velocidade do vento
moderada e chuva, associados a uma brusca reducao da salinidade e elevacdo da abundancia
de particulas. Nesse periodo houve também uma intensa elevagdo do teor de clorofila,
atingindo valores maximos do sensor, ¢ CDOM. No entanto, as imagens mostraram que o
sistema estava com alto nivel de incrustacao, superestimando os resultados.

Em D o valor de concentragdo de particulas ndo mudou, mas o nivel do mar estava
acima da média e ocorreu aumento da clorofila ¢ do CDOM associados a reducao da
salinidade e intensa precipitacdo. Neste periodo, possivelmente a chuva contribuiu para o
aporte de material em suspensdo. A area E apresentou um leve aumento de CDOM, baixa

radiacdo solar, pouco vento, nivel médio do mar elevado e grande amplitude de variagao,



59

baixa na temperatura ¢ uma alta concentra¢do de particulas, possivelmente associada a
entrada de uma massa de dgua vinda de 4rea mais ao largo da Enseada do Flamengo.
Analisando todo o intervalo de amostragem, nota-se que os valores de CDOM
tenderam a aumentar no meio da série, sendo menor no inicio e no final desta. A concentragao
de clorofila, apesar de flutuagdes pontuais, de maneira geral apresentou valores proximo ao
longo de toda a amostragem. O niimero de particulas oscilou mais até a primeira metade da
série; na segunda metade houve um aumento brusco dos valores no fim do més de abril. O
parametro background representa a quantidade de ruidos estaticos presentes em cada imagem
extraida dos videos obtidos, seu valor elevado significa a presenca de muito material aderido
aos visores, o que pode influenciar nas medidas dos sensores. Tal fendmeno foi observado
apenas no meio de mar¢o, durante o qual inclusive os valores de clorofila foram muito
elevados. A temperatura variou entre 23 e 29 °C, com uma tendéncia de reducdo ao longo da
série, o que era esperado por se tratar de uma amostragem entre o final do verdo e meados do
outono. A salinidade ficou proéxima a 35, com trés reducdes significativas até 31, associados
a alta precipitacdo. A frequéncia do nivel do mar evidenciou os ciclos da maré semi-diurna,
com sinais de sizigia e quadratura nas variagdes das amplitudes e indicios da influéncia do
vento, precipitacao e entrada de frentes frias nos valores maximos do nivel do mar. A série
de dados da velocidade do vento mostrou uma tendéncia a elevag¢ao dos valores durante o dia

e reducdo no periodo noturno.
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Figura 47: Série temporal de todos os dados, ambientais e de particulas, adquiridos ao longo
do periodo de implementacio do equipamento, entre 20 de fevereiro e 7 de maio. As dreas cinzas
indicam os periodos no qual o instrumento foi levado para o laboratorio para manutencio ou limpeza,
as areas em lilas demarcam possiveis correlagdes entre os parimetros e as linhas vermelhas
representam os dias nos quais o sistema foi limpo.
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Os dados de abundancia dos trés ranges de tamanho de particulas e de suas forgantes
ambientais, correspondentes ao periodo entre 5 de abril e 7 de maio de 2017 (Figura 48)
foram tratadas para retirada dos outliers e em seguida utilizada na analise estatistica. A série
de 33 dias ¢ composta pelas medidas de Clorofila-a, CDOM, abundancia total de particulas
por Litro e abundancia em cada um dos trés ranges de tamanho, Temperatura da agua e do
ar, Salinidade, Precipitacdo, Nivel do Mar, Velocidade do Vento, Radiacdo Solar e Pressao
atmosférica. Nota-se ao longo da série que, como esperado, as particulas menores foram mais
abundantes que as do range 2, que superaram em quantidade os maiores agregados,
pertencentes ao range 3. A partir da analise visual dos graficos nota-se possiveis correlagdes
entre a intensificagdo do vento, reducdo da salinidade, aumento da abundancia de particulas
e da Clorofila no dia 10 de abril. No dia 18 a ocorréncia de alta precipitagdo esteve associada
a elevagdo do nimero de particulas e no dia 24 a alta abundancia, principalmente de particulas
do range 3 acompanhou a acentuacdo da velocidade do vento. O fendmeno observado nos
dias 28 ¢ 29, indicado na area E da Figura 47 aponta para uma intensa elevagao na pressao
atmosférica acompanhada de alta concentracdo de nuvens, como demonstrado no grafico da
radiagdo solar, reducdo da temperatura da 4gua e ocorréncia das maiores concentragdes de
particula ao longo da série. A combinacao desses fatores levanta fortes indicios da entrada
de uma frente fria.

Os periodogramas da série temporal de 5 de abril a 7 de maio de 2017 mostraram
que a abundancia total de particulas e abundancia de particulas do range 1 (Figura 49) tiveram
frequéncias de aproximadamente 0,05, 0,03 e 0,0045, sendo que apenas a menor frequéncia
teve uma densidade espectral elevada. Tais valores correspondem a periodos de 13 horas, 22
horas e 6,2 dias, uma vez que o periodo ¢ 1/f e cada ciclo (1 unidade de periodo) corresponde
a40 minutos. A frequéncia de 0,0045 também foi a mais destacada nos padrdes das particulas
dos ranges 2 e 3 (Figura 50) e da temperatura da agua (Figura 54), sendo que um pequeno
aumento da densidade espectral foi notado para ambos os ranges na frequéncia de 0,04 (16,7

horas), para R3 em 0,052 (12,8 horas) e para temperatura da agua em 0,025 (26,7 horas).
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Figura 48: Dados ambientais e de particulas, sem outliers, no periodo entre 5 de abril e 7 de maio,

utilizados na analise estatistica.
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A frequéncia maxima dos dados de temperatura do ar (Figura 51) umidade (Figura
51), radiacdo solar (Figura 53) e velocidade do vento (Figura 52) foi 0,027, sendo também
observada a temperatura nas frequéncias de 0,054 e 0,005 (13,3 horas) com densidades
espectrais pequenas e médias respectivamente. O periodograma de umidade do ar mostrou 4
picos nas frequéncias de 0,006 (4,6 dias), 0,008, 0,019 e 0,054 (12,3 horas), enquanto o de
velocidade de vento ocorreu também nas frequéncias de 0,006, 0,011, 0,016, 0,033, 0,037
(18 horas) e 0,054, porém com densidade espectral bastante reduzida. A radiagao solar, além
de ocorrer na faixa de 0,027, teve densidade espectral elevada na frequéncia de 0,054.

O maior pico do periodograma da pressdo atmosférica (Figura 52) ocorreu na
frequéncia de 0,005 e um pequeno sinal apareceu para 0,055. O nivel do mar (Figura 53)
resultou em alta densidade espectral na frequéncia de 0,054, média em 0,005 e pequena em
0,025. No periodograma da precipitacdo (Figura 54) ocorreram mais de 30 diferentes
frequéncias com valores mais elevados, variando entre as frequéncias de 0,004 a 0,25 (2,7
horas), no entanto as mais expressivas foram em 0,0059, 0,038, 0,092 ¢ 0,12 (5,5 horas). O
periodograma da temperatura da agua (Figura 54) indica que a variacdo dessa forgante esta
associada a uma frequéncia de 0,004, com um pico secundario em 0,03 (22,2 horas).

A série temporal de ficoeritrina resultou em trés frequéncias, a mais elevada foi a de
0,0067, seguida por 0,024 ¢ 0,057. A varia¢dao temporal de CDOM (Figura 55) resultou em
frequéncias mais elevadas nas faixas de 0,006, 0,02, 0,03 e 0,05, embora aproximadamente
10 picos tenham sido registrados. O periodograma da salinidade apontou maior relevancia
das densidades espectrais para as frequéncias 0,0042 e 0,0093, enquanto que para o caso da
clorofila-a, para a qual apareceram em torno de 23 picos de densidade, as frequéncias mais

importantes foram 0,0042, 0,0084, 0,01, 0,02 ¢ 0,13.
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Figura 49: Periodograma representando a frequéncia das densidades espectrais da abundincia total de
particulas e da abundéncia de particulas do range 1, evidenciando ciclos de horas a dias.
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Figura 50: Periodograma da abundincia total de particulas dos ranges 2 e 3.
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Figura 51: Grafico de frequéncias e densidade espectral dos dados de temperatura do ar e umidade.
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Figura 52: Grafico de frequéncias da pressao atmosférica e velocidade do vento.
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Figura 53: Periodograma da radiacéo solar e nivel do mar.
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Figura 54: Grafico de frequéncias e densidade espectral da precipitacio e temperatura da agua.
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Figura 55: Periodograma representando as frequéncias e densidades espectrais da ficoeritrina e
CDOM.
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Figura 56: Periodograma representando as frequéncias e densidades espectrais da salinidade
de clorofila-a.

Os dados das frequéncias com densidades espectrais mais elevadas foram
convertidos em intervalos de horas ¢ dias e resumidos na Tabela 9. Esta tabela mostra, em
termos percentuais, para quais frequéncias e periodos a densidade espectral foi maior, no
intervalo de frequéncias > 0,004 (7 dias).

Nota-se que para a temperatura do ar, Umidade, Velocidade do Vento e Radiagdo
Solar o principal periodo de variacdo ¢ diario, enquanto para a abundancia de particulas total,
particulas do range 1 e 2, Temperatura do ar, para pressao atmosférica, Precipitacao,
Temperatura da agua, Ficoeritrina, CDOM e Clorofila-a o sinal mais significativo foi da
ordem de 4 dias a uma semana. O periodo de 12 horas foi 0 mais representativo apenas para
o nivel do mar e as frequéncias das particulas do range 3 e da Salinidade ndo apresentaram

densidade espectral maior que 40% para nenhum dos periodos analisados.



67

Intervalos de frequéncias 0,004/0,007 0,008/0,012 0,015/0,019 0,019/0,023 0,023/0,027 0,027/0,031 0,031/0,035 0,035/0,039 0,039/0,043 0,052/0,055 0,057/0,061 0,062/0,093 0,124/0,155
Intervalos de periodos (horas)  166/92 83/56 44,4135 35129 29247 247115 21,519 1917 17155 12,8121 11,709 10,771 5443
Intervalos de periodos (dias) 7/4 3,512,3 1,811,5 1,51,2 121,03 1,030,9 0,9/0,8 0,8/0,7 0,7/065  0,53/05 048/045 044/03 022018
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Tabela 9: Representag:ao, em termos percentuais, da distribui¢do das Densidades Espectrais
em intervalos de frequéncia para cada variavel.

Os resultados da analise bivariada, que complementaram a analise basica de Fourier,
sdo mostrados nas tabelas 10 e 11. A primeira representa a coeréncia quadrada entre as
variaveis com periodo predominante da ordem de quatro dias a uma semana, enquanto a
segunda tabela expressa os valore de coeréncia entre as variaveis com periodo da magnitude
de um dia.

Na comparagdo entre os espectros com periodo de 4 dias a uma semana a variavel
que resultou na maior coeréncia quadrada com as particulas dos ranges 1 e 2 foi a temperatura
do ar, com valor de 0,6. Valores maiores que 0,7 foram encontrados também para a
precipitacdo quando comparada a temperatura do ar e a pressao atmosférica e na correlagao
entre os espectros da temperatura da dgua e do ar e temperatura da agua e pressdo. A
coeréncia quadrada entre CDOM e ficoeritrina, clorofila-a e precipitagdo e Clorofila e
CDOM variaram entre o minimo de 0,727 ¢ o valor maximo de 0,812. Os maiores valores de

coeréncia foram entre as particulas R1 e R2 e entre a pressao atmosférica e a temperatura do

ar.
Particulas R1| Particulas R2| Temp. Ar| Pressdo| Precipitacio| Temp. da Agu Ficoeritrina| CDOM | Clorofila-a

Particulas R1 0,967 0,406 0,547 {0,280 0,113 0,482 0,446 10,157
Particulas R2(0,967 0,605 0,560 (0,271 0,403 0,416 0,404 10,336
Temp. Ar|0,406 0,605 0,854 {0,780 0,824 0,178 0,388 10,279

Pressao|0,547 0,560 0,854 0,809 0,791 0,120 0,411 10,08
Precipitacio|0,280 0,271 0,780 0,809 0,602 0,101 0,541 10,727
Temp. da Agu 0,113 0,403 0,824 0,791 {0,602 0,337 0,665 10,538
Ficoeritrina|0,482 0,416 0,178 0,120 {0,101 0,337 0,812 10,237
CDOM 0,446 0,404 0,388 0,411 (0,541 0,665 0,812 0,772

Clorofila-a|0,157 0,336 0,279 0,08 0,727 0,538 0,237 0,772

Tabela 10: Valores de coeréncia quadrada entre as varidaveis com periodo mais significante da ordem
de 4 dias a uma semana (frequéncia de 0,004 a 0,007).
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Temp. Ar|Umidade [Vel. Vento |Rad. Solar
Temp. Ar 0,994 0,963 0,992
Umidade 0,994 0,956 0,988
Vel. Vento (0,963 0,956 0,967
Rad. Solar|0,992 0,988 0,967

Tabela 11: Valores de coeréncia quadrada no range de frequéncia entre 0,027 e 0,031
para as variaveis com periodo significativo na ordem de 1 dia.

A Tabelall indica forte coeréncia entre todas as variaveis com espectros com periodo
principal da ordem de um dia pois todos os valores de coeréncia quadrada ficaram acima de

0,95, sendo que o maior valor ocorreu na correlagdo entre a temperatura do ar e a umidade.
5. DISCUSSAO

O presente estudo envolveu o desenvolvimento de uma instrumentagdo fixa para a
captura de imagens de plancton e particulas em suspensdo no ambiente marinho, seguido de
ensaios preliminares para sua aplicacdo no monitoramento temporal de médio e longo prazo,
em alta frequéncia de amostragem. Existem poucos registros de séries de plancton e
particulas em outros ambientes costeiros do mundo com resolugdo temporal similar.

Os tnicos artigos cientificos publicados até o momento neste contexto foram
baseados no Imaging FlowCytobot (IFCB), um instrumento avangado de imageamento na
faixa de tamanho do fitoplancton e microzooplancton, que tem gerado dados de longo prazo
em dois observatorios costeiros: Martha’s Vineyard Coastal Observatory (MVCO) e Texas
Observatory for Algal Succession Time-Series (TOAST). Neste Gltimo, a Universidade do
Texas vem obtendo hé quase uma década uma série temporal consistente (HARRED, L. B.
AND CAMPBELL, L., 2014).

Outros instrumentos de captura de imagens de plancton e particulas tém sido
implementados na América do Norte e utilizados para o monitoramento temporal, incluindo
o Scripps Plankton Camera (SPC). O SPC esta fundeado desde 2014 no pier do Scripps
Institution of Oceanography coletando dados didrios de fito- e zooplancton (WIEBE, ET AL.,
2017), mas ainda ndo existem publicagdes especificas derivadas deste instrumento. Um
cenario semelhante ocorre em relacdo ao terceiro e ultimo equipamento fixo para
imageamento do plancton desenvolvido até o momento, o Continuous Particle Imaging and

Classification System (CPICS), que esta fundeado na ilha de Izu-Oshima, Japao (FREITAS,
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2018). Vé-se, portanto, que se trata de um tema na fronteira do desenvolvimento tecnologico
na area da oceanografia bioldgica.

Do ponto de vista do hardware, o SIPI foi baseado parcialmente em materiais
importados, mas todo o processo de montagem e integracdo dos componentes eletronicos,
mecanicos, optomecanicos e opticos foi executado localmente no decorrer do projeto. O
desenvolvimento do sistema de imageamento in situ utilizou menos recursos do que seria
necessario para a aquisi¢ao de um equipamento comercial similar e contribuiu para iniciar
um processo de redugdo da dependéncia tecnoldgica de fabricantes sediados em outros
paises. Este ¢ um aspecto importante ndo apenas devido aos custos alfandegérios envolvidos
para a compra e a manuten¢ao de equipamentos importados, como também como uma forma
de conquistar autonomia para configurar a instrumenta¢do de acordo com as necessidades de
cada projeto cientifico, algo que dificilmente se obtém com um equipamento comercial.
Além disso, o desenvolvimento ¢ implementa¢do locais reduzem os riscos inerentes a
descontinuidade da fabricacdo e manutencdo por parte de empresas estrangeiras, como
ocorreu recentemente com o LOPC (Lopes, comunicacdo pessoal).

A aplicabilidade dos sistemas para imageamento de particulas e organismos in situ
vem sendo avaliada por diversos estudos, comparando-os aos métodos tradicionais de coleta
por redes de plancton e analise por microscopia em laboratério. De uma maneira geral, os
resultados destes exercicios de intercalibragdo tém sugerido que os sistemas de imageamento
sdo mais eficazes para amostrar espécimes frageis ou gelatinosos, como medusas,
sifondforos, appendicularias e protistas como radioldrios coloniais e acantdrios, porém com
a desvantagem de um menor volume amostrado em comparagdo com as redes (ASHJIAN,
C.J.ET AL., 2001).

Uma das primeiras séries de publicagdes a tratar desta questdo analisou o VPR e
amostras coletadas com uma rede MOCNESS, sugerindo que o método tradicional
subamostrou os grupos mencionados acima, enquanto as imagens ndo detectaram
quantitativamente as espécies mais raras. Porém, mesmo com estas disparidades, ambos os
métodos geraram resultados semelhantes (BENFIELD, M. C. ET AL. , 1996) (DENNETT,
M. R. ET AL, 2002). Medidas obtidas com o SIPPER foram comparadas as adquiridos com
o OPC e redes, indicando que o OPC amostrou metade das particulas detectadas pelo

SIPPER, as redes coletaram metade da biomassa de mesozooplancton do SIPPER, perdendo
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os espécimes mais frageis e subamostrando apendiculdrias, salpas e doliolidos, enquanto que
copépodes foram subestimados pelo SIPPER (REMSEN, A.; HOPKINS, T.L. E SAMSON,
S., 2004). Um exercicio de intercalibragdo do LOPC com o ZooScan sugeriu que estes
equipamentos geram resultados complementares, que coincidem em uma certa faixa do
espectro de tamanho dos organismos, enquanto que nos extremos inferior e superior do
espectro um instrumento ¢ mais eficiente que outro (SCHULTES,S. & LOPES, R.M. , 2009).

O consenso gradativamente estabelecido entre os pesquisadores € de que nao existe
um método que possa ser designado como “padrao ouro” para a quantificacdo da abundancia
do plancton e de particulas em suspensao no oceano, pois cada técnica tem suas vantagens e
desvantagens. No caso da classificacdo dos organismos, a identificagdo manual ¢ tida como
o ponto de partida da montagem das bases de treinamento para os algoritmos de aprendizado
de maquina, embora seja amplamente reconhecido que os especialistas também cometem
erros (CULVERHOUSE, P.F. ET AL., 2003). Pelas razdes mencionadas, optou-se neste
trabalho por ndo executar ensaios de intercalibracao entre amostras coletadas com redes de
plancton e as imagens obtidas com o SIPI. No entanto, foi necessario realizar testes para
determinar as técnicas mais eficientes para a segmentacdo das particulas e para a montagem
da base de treinamento. Os experimentos para definicio do método de segmentagdo
mostraram resultados melhores no delineamento do contorno dos organismos no caso do
algoritmo Mode Value. HIRATA, N.S.T.; FERNANDEZ, M.A. E LOPES, R.M., (2016)
compararam os métodos Otsu, Dynamic Threshold e Watershed, sendo que o primeiro
apresentou o melhor resultado, mas o presente estudo mostrou que a técnica Mode Value foi
superior. A segmentacdo pelo método Triangle mostrou potencial para imagens binarias, uma
vez que € capaz de identificar baixas intensidades, mas no presente caso incorreu em erros
por influéncia do fundo das imagens, que ndo foi extraido nas vinhetas segmentadas.

A maior acuracia no experimento com as bibliotecas foi obtida com o arranjo
composto por 9 classes com 300 organismos em cada uma, fornecendo uma acurécia de
86,8% na validagdo cruzada. Especialistas sugerem que usando textura, forma e outros
parametros, com a técnica Support Vector Machine, uma biblioteca com 10 a 20 classes
poderia chegar a 70-80% de acuracia (BENFIELD, M. C. ET AL., 2007). Utilizando entre 7
e 10 categorias, a acurdcia estimada em amostras obtidas com o VPR variou entre 60-90%

(DAVIS, ET AL., 2005), dependendo do conjunto de taxons: para 7 tdxons foi entre 60-70%
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e para apenas 2 taxons chegou a 79-82% de acuracia. GISLASON, A.; LOGEMANN, K. e
MARTEINSDOTTIR, G. (2016) usaram bibliotecas com 6 grupos e alcangaram acuracia
entre 76-80%. Portanto, a biblioteca aqui validada, com 9 classes, superou a média de sua
categoria quando comparada a outros estudos.

Quanto ao numero de objetos em cada classe da base de treinamento, nossos
resultados foram similares aos reportados pelo estudo de GORSKY, G. ET AL. (2010), no
qual os autores demonstraram, utilizando 8 classes, que a acuracia aumenta até¢ 200 a 300
organismos por categoria ¢ que acima disso o aumento do nimero de objetos por grupo nao
aprimora o resultado da valida¢do cruzada. JACOBSEN, S. ET AL. (2018) trabalharam com
imagens do ZooScan, utilizando bibliotecas com 18 e 11 classes. Estes autores obtiveram
acuracia maior que 90% utilizando o algoritmo Random Forest na validagdo cruzada, mas na
classificacdo automatica de 22 amostras ambientais com essa mesma base de treinamento a
acuracia foi incomparavelmente menor, tendo como referéncia os resultados da validagao
manual. As observagdes destes autores foram compativeis com o resultado do presente
trabalho, no qual a acuricia da classificagdo automdtica foi de 27% para amostras
“desconhecidas”, nao relacionadas a validacdo cruzada. As dificuldades da classificacao
automatica de organismos planctonicos imageados in situ ¢ tamanha que uma parte
consideravel dos estudos baseados em equipamentos comercialmente disponiveis, como o
UVP, se dedica a analisar todas as imagens como particulas, assim como feito no presente
trabalho. No caso do UVP, os dados de particulas tém servido para avaliar o transporte
passivo de material particulado desde a zona euf6tica em dire¢do ao oceano profundo, como
em GUIDIL, L. ET AL. (2008), que quantificaram a neve marinha utilizando armadilhas de
sedimento e o UVP, demonstrando a viabilidade dessa nova tecnologia nas estimativas de
fluxo vertical.

Em nossos resultados, € preciso considerar que organismos presentes nas imagens
in situ ndo faziam parte da base de treinamento, contribuindo em grande parte para a baixa
acuracia global observada. Nao foram feitos rearranjos na biblioteca para adequa-la as
amostras do ambiente, porque a abordagem era estudar um caso mais proximo ao real, no
qual frequentemente novos taxons passam a ocorrer € ndo compdem a base de treinamento
original. As maiores fontes de erro da biblioteca foram organismos confundidos com detritos,

r

0 que ndo ¢ inesperado, principalmente em estudos em areas rasas, com uma alta



72

concentragdo de particulas e agregados. Objetos das classes Tontonia e Chaetognatha foram
alocados nas categorias filamento, provavelmente devido a forma semelhante dos
organismos com estas particulas, dependendo do contraste e da posi¢ao. A classificacao de
larvas de poliquetas como copépodes ocorreu porque o primeiro grupo continha apenas 29
itens, entre eles dois espécimes que apareceram repetidamente e que, por estarem no angulo
lateral, eram semelhantes aos copépodes. O desbalanco no nimero de organismos utilizados
na composi¢ao da base de treinamento € outro fator a ser considerado e ¢ de fato um problema
recorrente em varios estudos sobre a classificagdo automatica do plancton (LEE,H.;
PARK,M. & KIM, J., 2016)

A defini¢dao de um padrao de biblioteca que forneca acuracia proxima a 100%
ainda permanece um desafio para os pesquisadores, em nivel mundial. Tal resultado depende
de muitas varidveis, como o nimero de classes, a quantidade de organismos em cada
categoria ¢ a composi¢ao dessas classes, em referéncia a quais tdxons serdo incluidos na
biblioteca, se os organismos vistos de diferentes angulos serdo alocados juntos ou separados
e para qual categoria serdo designados os organismos existentes in situ mas que ndo fazem
parte da base de treinamento. Os estudos existentes a respeito dessa tematica utilizam
imagens muito diferentes entre si e abordam a questdo da quantidade de categorias na
biblioteca € o nimero de objetos em cada grupo, mas nao existem estudos avaliando
qualitativamente as alternativas para a montagem de uma base de treinamento, além de
algumas informagdes apresentadas por (GORSKY, G. ET AL., 2010). Além disso, a
qualidade das imagens geradas pelos diferentes instrumentos tem, provavelmente, uma
grande influéncia na qualidade da classificagdo automatica, uma questdo também ainda
praticamente inexplorada na literatura.

As medidas ambientais obtidas com os sensores eletronicos fundeados e
sincronizados com o sistema de aquisi¢cdo de imagens tiveram ampla variagdo ao longo do
periodo de observacdes entre final de fevereiro e inicio de junho de 2017.

A temperatura, que flutuou entre 23 e 29 °C, e a salinidade, aproximadamente na
faixa de 31 a 35, estiveram proximas aos valores obtidos por GAETA ET AL (1999),
MANTELATTO, F. L. M. & FRANSOZO, A. (1999), ALVES, B. G. R. ET AL. (2014) ¢

outros autores que estudaram a plataforma interna e enseadas da regido de Ubatuba.
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Os valores maximos de clorofila obtidos no presente estudo foram cerca de uma
ordem de grandeza superiores aos reportados por MIYASHITA, L.K; GAETA, S.G E
LOPES, R.M (2011), entre outros. Alguns fatores devem ser considerados na avaliagao
destes resultados. Em primeiro lugar, os dados comparativos de clorofila disponiveis em
outros estudos foram derivados de areas da plataforma interna mais profundas (> 30 m), em
mar aberto, com condi¢gdes ambientais diferentes das encontradas no ponto de coleta do
presente estudo, que era bastante raso (~ 3 m), sujeito a maiores interacdes com o fundo,
incluindo a ressuspensao de sedimentos. Além disso, este ¢ o primeiro estudo na regido de
Ubatuba utilizando sensores eletronicos in situ, que sao capazes de detectar por fluorescéncia
a presenca de agregados e mesmo particulas menores com alta concentragdo de clorofila.
Coletas pontuais seguidas de anélise por extragdo de pigmentos sdo incapazes de detectar
variagoes de pequena escala (DURHAM, W.M. & STOCKER, R.,2012) como as observadas
no presente trabalho. Finalmente, uma limitagdo dos dados aqui apresentados se refere a
outros fatores ambientais que interferem nas medidas de clorofila por fluorimetria in situ,
incluindo superestimativa pela presenga de altas concentracdes de CDOM, subestimativas
quando ha alta irradiancia solar devido ao efeito de “quenching” ndo fotoquimico, e
interferéncias da temperatura (BELLINI, C. B., 2016).

Em relacdo aos dados meteoroldgicos, a velocidade maxima do vento, de 7 m s,
foi levemente inferior ao valor maximo encontrado por GAETA, S. A. ET AL. (1999), em
amostragens durante o verdo. A radiagdo solar maxima observada nesse mesmo estudo foi
de 400 W m™ no ano de 1999, valores proximos aos registrados por BELLINI (2016) no
verdo-outono de 2014-2015. Porém, em 2017, obtivemos valores de até 800 W m™, sugerindo
que a variabilidade em escalas multianuais deve ter forte influéncia sobre a dindmica de
fatores meteorologicos que afetam o plancton e a distribui¢ao de particulas em suspensao, o
que demandaria a manuteng@o de uma série temporal longa para ser avaliada. Os altos valores
de densidade espectral na frequéncia didria para temperatura do ar, umidade, velocidade do
vento e radiacao solar eram esperadas, considerando a duracao do periodo de luz na latitude
do ponto fixo e o fato de a dire¢do do vento variar seu sentido terra-mar durante os periodos
diurno e noturno. A alta coeréncia quadrada entre estes parametros sugere de fato o efeito
preponderante da radiacao solar na frequéncia didria, que faz variar a temperatura do ar e

acarreta a mudanca na dire¢ao do vento, trazendo uma massa mais umida e densa do oceano
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para o continente durante o periodo mais quente do dia e do continente para o oceano a noite,
acompanhada de mudangas correspondentes na temperatura da agua.

Os ciclos de 12 ou 13 horas do nivel do mar possivelmente estdo relacionados a
mar¢ semi-diurna caracteristica da regido de estudo (CASTRO-FILHO, B. M.; MIRANDA,
L.B. AND MIYAO S. Y., 1987), no entanto, para garantir a veracidade da afirmagdo seria
necessario filtrar os dados da variacdo do nivel do mar para decompor o sinal proveniente
apenas da maré¢ das demais intervengdes. Os ventos e a entrada de frentes frias também
interferem no nivel do mar, com a chamada maré¢ meteoroldgica, porém o sinal diario que
estaria relacionado ao vento foi menos intenso e para que os sinais devidos a entrada de
frentes fossem detectados claramente a série de dados deveria ser mais longa dos que os 33
dias aqui considerados. A frequéncia de variagao da salinidade ndo foi semelhante a nenhuma
outra variavel, nem mesmo ao nivel do mar ou a pluviosidade. BATISTA & HARARI (2017)
observaram que as enseadas da regido de Ubatuba, incluindo a Enseada do Flamengo, tém
baixa taxa de renovagdo de suas aguas, limitando a circulagdo marinha. Este fator pode ter
contribuido para a baixa variabilidade da salinidade verificada no presente estudo. No
trabalho de (TANIGUCHI, M; STIEGLITZ, T. E ISHITOBI, T., 2008), para a mesma regiao,
foi registrado que na maré alta ocorre maior intrusdo de agua subterranea, reduzindo a
salinidade, processo que também pode ter tido influéncia em nossas observagdes.

Os periodos de 4 dias a uma semana que corresponderam a altas densidades
espectrais para os dados de temperatura do ar, pressdo atmosférica, precipitagdo, temperatura
da agua, ficoeritrina, CDOM e clorofila-a podem estar associadas a entrada de frentes frias
ou outras for¢antes ainda nao identificadas com base nos resultados disponiveis. Por se tratar
de um intervalo de transi¢do do verdo para o outono, uma tendéncia sazonal tampouco pode
ser descartada, mas novamente seria necessaria uma série temporal mais longa para isolar
essa influéncia. As altas coeréncias quadradas entre precipitagdo e temperatura do ar,
precipitacao e pressao, temperatura da agua e do ar, temperatura da 4gua e pressao mostraram
a influéncia dos fatores meteorologicos sobre o ambiente costeiro raso amostrado, via
alteracdes na temperatura da dgua.

Os maximos de densidade espectral em frequéncias coincidentes para CDOM e
ficoeritrina ¢ CDOM e clorofila-a podem estar associadas a influéncia do CDOM nas

medidas fluorimétricas, como mencionado anteriormente, mas outros fatores nao podem ser
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descartados. Por exemplo, uma maior ocorréncia de microalgas e cianobactérias em um dado
momento poderia elevar o sinal da clorofila-a e ocasionar uma maior concentra¢gdo de CDOM
por meio da liberacdo de exudatos, mas esta hipotese s6 poderia ser avaliada por meio da
analise detalhada da composi¢ao e densidade do fitoplancton, acompanhada de experimentos
de laboratério. E também importante ressaltar que CDOM nio é necessariamente um bom
indicador da concentragdo da matéria organica dissolvida total (incluindo o carbono organico
dissolvido) no ambiente marinho (HARVEY, E. T.; KRATZER, S. & ANDERSSON, A.,
2015). A relacao entre os periodos de ocorréncia da clorofila-a e da precipitagdo pode ser
devidoao maior aporte de nutrientes dissolvidos de origem continental.

Embora no estagio atual da implementagdo do sistema Optico ndo tenha sido
possivel viabilizar a classificacdo automatica dos organismos planctonicos in sifu, devido as
limitagdes discutidas anteriormente, os dados sobre concentra¢do ¢ tamanho das particulas
em suspensdo foram disponibilizados e indicaram uma intensa dindmica temporal. As
particulas do range 1, menores que 385 um, foram as mais abundantes, correspondendo a
90% ou mais da concentracao total. A frequéncia do grupo R3 (>620 um) nao teve correlagdo
com nenhuma variavel ambiental, enquanto as classes R1 e R2 ocorreram na frequéncia de
6,17 dias com alta coeréncia quadrada entre si e com a temperatura do ar ¢ a pressdo
atmosférica. Além disso, houve uma intensa elevacdo na concentracao de particulas
resultante de mudangas meteorologicas por volta de 28 de maio de 2017, evidenciada pela
reducdo na temperatura do ar e da 4gua, baixa intensidade de radiagdo solar e elevacdo brusca
da pressao atmosférica (Figura 48). Por se tratar de um unico evento de tal magnitude ao
longo de 33 dias, ndo foi possivel avalia-lo sob o ponto de vista da andlise de série temporal.
De todo modo, os resultados sobre a variagdo temporal sugeriram que o sinal de frequéncia
semanal foi o mais determinante para a dindmica das particulas em suspensdo, mas que
eventos meteoroldgicos podem introduzir uma alta complexidade temporal ao sistema.

Em nosso conhecimento, ndo existem estudos baseados em sistemas de captura de imagens
por sombreamento voltados para o monitoramento da concentracdo de particulas em
suspensao em areas costeiras rasas. Apenas o sistema LISST-HOLO (GRAHAM, G.W. ET
AL., 2012) tem tido essa capacidade, porém utilizando a técnica de holografia digital. Os
estudos da dinamica de particulas na regido de Ubatuba incluem apenas trabalhos

primariamente voltados para o plancton, como de SCHULTES, S. & LOPES, R.M. (2009) e
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MARCOLIN, ET AL. (2015), que foram desenvolvidos em regides mais distantes da costa,
portanto sujeitos a condi¢cdes ambientais bastante distintas das encontradas no ponto de

fundeio do SIPI.
6. CONSIDERAC()ES FINAIS

Os equipamentos de imagem tém demonstrado potencial para uma vasta gama de
aplicagdes, incluindo estudos de distribuicdo de particulas e plancton, composicao da
comunidade planctdnica, fluxo de massa e nutrientes associado a dindmica de particulas e
calculo de taxa de remineralizacdo na coluna de 4gua. Sdo ainda poucos os grupos que atuam
no desenvolvimento deste tipo de instrumentacdo e ndo ha muito contato entre eles, o que
acarreta no dispéndio de muita energia para solucionar um mesmo problema (BENFIELD,
M. C. ET AL., 2007). A cria¢do de um padrao global de imagens associado a um software
universal com um volumoso banco de dados encurtaria a busca por uma técnica de analise
rapida e com acuracia superior a de um especialista, derrubando a tultima barreira ao
estabelecimento de equipamentos de imageamento in sifu e inteligéncia artificial, como a
nova ferramenta da oceanografia biologica do século XXI.

O Submersible Instrument for Plankton Imaging (SIPI) se mostrou vidvel a
aplicacdo fundeada por um longo periodo, apresentando a vantagem de ndo ter limitacao de
energia ou memoria e permitir o acoplamento de varios sensores ambientais. A técnica de
imagens sombreadas favoreceu a segmentagdo de organismos transparentes mais ainda nao
garantiu 100% de acerto, portanto ajustes de contraste se mostraram uteis as proximas
versoes do equipamento. O volume imageado de 9 ml ¢ uma ordem de grandeza maior do
que o do SPC 2 e do CPICS, e ¢ semelhante ao volume do VPR, no entanto ¢
significantemente menor do que os volumes obtidos pelo UVP 4, SIPPER e ZOOVIS.
Atualmente o equipamento ja pode ser utilizado para uma vasta gama de observagoes,
incluindo estudos quantitativos e qualitativos de particulas e organismos de um grande range
de tamanho, estudos de comportamento in sifu, monitoramento Euleriano de espécies
invasoras ou toxicas, entre outros.

Alguns pontos a serem melhorados em versoes futuras incluem aumentar o volume
imageado, estender a profundidade de campo, torna-lo autobnomo em relacdo a alimentagao

de energia e armazenamento de dados e instalar um sistema automadtico de limpeza dos



77

visores e sensores. Outros aspectos que podem ser alterados buscando a melhoria do sistema
sdo uma maior robustez das estruturas elétrica e mecanica, permitindo aplicagdo em lugares
remotos, o processamento das imagens em tempo real reduzindo o espago de armazenamento
necessarios e, quando a aplicagdo exigir, o uso de luz branca e camera policromatica,
introduzindo o parimetro cor como mais uma ferramenta para a classificagdo automatica. E
importante ressaltar que para sistemas fixados essa altera¢ao requer um método inovador que
impeca a atragdo dos organismos pela fonte luminosa. Apesar das limitagdes, a primeira
versdao do SIPI, aqui reportada, foi desenvolvida em menos de dois anos, enquanto que os
projetos de desenvolvimento do SPC, UVP, SIPPER, entre outros, t€ém histéria muito mais
longa.

As ferramentas computacionais aplicadas no presente estudo também apresentaram
grande potencial. O célculo de contraste pode ser aprimorado no LPD para excluir 100% dos
objetos desfocados e no caso do LLS pode ser alterado visando reduzir a influéncia do
tamanho dos organismos e de bordas muito claras ao redor destes no valor final desse
parametro. A aplicagdo de apenas um método de segmentacdo no LLS ¢ outro ponto que
poderia ser alterado para a aplicacdo simultanea de mais de um método ou aplicacdo do
método mais apropriado a cada classe. Mas para isso seria necessario criar uma ferramenta
de pré-classificacdo dos organismos. Quanto ao aprendizado de madaquina, estd em
implementa¢do atualmente no LAPS, em substituicdo ao Random Forest, novos métodos de
Deep Learning, os quais tém demonstrado excelentes resultados para classificagdao
automatica de organismos. Os esforcos na area de visdo computacional aplicada a
identificacdo automatica do plancton estdo convergindo para a utilizacdo destas técnicas
(ELLEN, J.; LI, H. E OHMAN, M. D., 2015) (ORENSTEIN, E. C. E BEJBOM, O., 2017),
aliadas a ferramentas de Transfer Learning (LEE, H.; PARKM. & KIM, J., 2016;
RODRIGUES, F. C. M. ET AL., 2018) e o gradativo abandono de algoritmos baseados em
extracdo de caracteristicas de imagens, como ¢ o caso do SVM e Random Forest.

No presente estudo foram adquiridos dados de particulas em altissima resolugao
temporal. H& de se considerar que muitos fatores influenciam na distribuicao de particulas e
que eles variam em intensidade e ocorréncia de um local para outro, além de atuarem
integrados, o que torna dificil correlacionar toda uma dindmica complexa a apenas um

parametro. Outro ponto relevante ¢ que a aquisi¢do dos dados foi realizada em um ambiente
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extremamente raso, com uma dindmica ainda mais varidvel e com grande interferéncia
antropica e continental, o que tornou o processamento das imagens e a correlacdo das
variaveis ainda mais complexo.

A aquisicdo de uma série mais longa associada a classificagdo taxonomica das
particulas poderia clarificar melhor a ocorréncia e variagdo das particulas, incluindo padroes
sazonais € uma maior abundancia de eventos de entrada de frente fria, e estabelecer sua
correlacdo com as variaveis ambientais.

As proximas versdes do equipamento de imageamento incluirdo a detecgao de ROIs
em tempo real, minimizando o problema de armazenamento e transferéncia de uma
quantidade massiva de dados. Outra ferramenta que serd incluida no LPD ¢ a de exclusdo de
organismos que aparecem repetidas vezes devido a alta velocidade de aquisicdo da camera.
Futuros teste com training sets em continuidade ao presente trabalho incluirdo uma maior
gama de bibliotecas com diferentes nimeros de classes, uma maior quantidade de organismos
em cada grupo e testes com categorias mais detalhadas, separando organismos do mesmo
taxon observados em diferentes angulos e posi¢des, como retraidos ou esticados, com
anténulas abertas ou fechadas, entre outros. Estas bibliotecas serao posteriormente utilizadas

em conjunto com as ferramentas do Deep Learning.
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