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I ntroducéo

A microscopia digital € a integragdo entre microscopio, aguisicdo digita de
imagens, procedimentos de automacéo e andlise de imagens. Vem se transformando em
uma ferramenta fundamental na caracterizagdo de materiais, trazendo maior velocidade
ao processo, melhorando a qualidade dos dados obtidos e permitindo realizar medidas
impossiveis de se obter com os métodos manuais tradicionais.

Os softwares para microscopia digita ja dispdem de uma grande quantidade de
funcdes mas, em muitos casos, h& necessidade de se criar rotinas especificas para atender
necessidades dos usudrios. No presente trabaho serdo apresentadas 2 rotinas
desenvolvidas para os usuarios do Laboratério de Microscopia Digital (LMD) do DCMM
PUC-Rio. Este laboratério conta com um microscopio optico Axioplan 2 da Zeiss com
software AxioVision, programével internamente em Visua Basic for Applications
(VBA).

Rotinas Desenvolvidas

A primeira rotina desenvolvida foi a LMDCaptura, que permite a0 usuario
digitdizar uma seqiiéncia de imagens cobrindo uma determinada &rea da superficie de
uma anpstra. Para tanto € apresentada uma tela, onde o usuario opta pela utilizacdo da
LMDCaptura ou LMDCo-Localizada.
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Apbs a escolha, € apresentada uma janela de didlogo usuario, onde o mesmo opta
por escolher as configuragdes da captura de acordo com a necessidade. Este janela é
dividida nas seguintes partes

- Lente Objetiva: O sistema reconhece a lente objetiva sendo utilizada e também da

liberdade a0 usuério de troca-la

Resolucdo da camera digital: Escolha da resolugdo da camera. A resolucdo tipica

de trabalho € de 1300 x 1030 pixels. As resolugdes mais altas somente se aplicam

aimagens coloridas (RGB).

Autofoco: 0 sistema pode redlizar focalizagdo automatica de cada imagem

capturada. Como este processo € lento, pode ser adequado, em alguns casos,

realizar uma focalizagdo apenas em uma imagem de referéncia e manter foco fixo

paratodas as outras imagens.

Gerenciamento de Arquivos. A terceira e Ultima subdivisdo € a parte de

salvamento das imagens e do experimento, ande o usu&rio opta por savar as

imagens numa pasta, ou meramente visualiza-las, assim como pode savar o

experimento parareutilizé lo narotina LMDCo-Localizada.
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“Figura2 — Tela da rotina LM DCaptura

Depois de passar todos os parametros a rotina, o usu&rio deve escolher o ponto
inicial e final da regido de interesse na amostra, determinando assim a area delimitada
para a varredura. Apds isto, a rotina calcula automaticamente o nUmero maximo de
campos em X, y de acordo com o tamanho da area especificada e permite a0 usuério
dterdlos para um vador menor, caso necessario, capturardo menos campos, mais
espacados, dentro da mesma regido (Figura 3). Finamente, a rotina captura as imagens e
as armazena automati camente.
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A LMDCo-localizada tém por objetivo realizar novas capturas sob condi¢cdes de
uma captura anteriormente realizada. Sendo assm ela pode ser considerada uma sub-
rotina da LMDCaptura. Tendo o arquivo salvo pelo usudrio do experimento, basta abri-lo
para que todas as informagdes da antiga captura aparecam e € solicitado a pessoa que
forneca a pasta onde as novas imagens seréo armazenadas. Nao € permitido alteracdo nas
informacdes da captura, visto que a rotina ir4 executalas novamente no intuito de
capturar a mesma area, nas mesmas condicdes, possibilitando uma futura comparacéo dos
dados das duas seqiiéncias de capturas..
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Figura4 — Tdada LMDCo-Locdizada



A segunda rotina desenvolvida se constitui hum acessorio no processo de captura
de imagens. Normalmente, toda imagem capturada deve apresentar uma barra de escala,
para indicar a magnificacdo ou resolucdo da imagem. Apesar do software AxioVision
dispor de uma ferramenta para isto, ela ndo é adequada porque exige uma interferéncia
manual do operador para gerar a barra de escala. A rotina desenvolvida, LMDEscala,
detecta automaticamerte a lente objetiva utilizada e, baseada em calibragdes pré-
armazenadas, desenha uma barra padrdo, com aspecto e posicdo pré-definidos, sem
interferéncia do usuario. Além de campos individuais a rotina pode ser utilizada em
MOSaiCos, OU Sgja, imagens sequéncias concatenadas, onde 0 processo para 0 operador
inserir uma barra de escala seria mais complicado.
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Figura5 — Telada LMDEscaa

Resultados e Discussao

O desenvolvimento das rotinas exigiu o aprendizado da operacdo do microscopio
motorizado, da cAmera de captura digital, e do software de controle. Além disso, foi
necess&rio estudar a hiblioteca de fungdes disponivels para programagdo no ambiente
VBA.

A rotina desenvolvida para captura, LMDCaptura, se tornou uma ferramenta
indispensavel paraos usuarios, pois com ela, é possivel capturar imagens sequenciais de
uma determinada area com uma determinada lente e se assm desgarem capturarem
imagens da mesma &rea, por exemplo apds um ataque quimico, podendo entdo comparéa-
las numa andlise qualquer. Como mostrado nas figuras abaixo:
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Figura 7 - Imagem da mesmaregiao apos um atague quimico

A LMDEscda, rotina que desenha uma barra de escala automética nas imagens
capturadas, é amplamente utilizada pois ndo precisa da interferéncia do usuério,
agilizando o processo que antes era totalmente manual por parte do usuério e adapta-se a
imagens individuais e mosaicos.
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Figura8 - Barrade escala default para lente de 5x




Figura 10 — Barra de escala no Mosaico
Conclusdes
As rotinas desenvolvidas vém sendo usadas de maneira regular por diversos

usuérios do LMD. Seu uso contribuiu para agilizar e metodizar diversos procedimentos
de captura de imagens em microscopia digital .
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