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2 Microscopia Digital

A integracao do controle por computador do microscopio com a aquisicio e
analise digital de imagens levou a criagdo de uma nova area, denominada Microscopia
Digital. A Microscopia Digital, além de permitir um certo grau de automagao, abriu
possibilidades realmente novas para a caracterizagao microestrutural (Paciornik &
Mauricio, 2004).

Tanto no microscopio 6ptico quanto no MEV, rotinas de aquisi¢ao automatica
e procedimentos de auto-ajuste vém se tornando cada vez mais comuns. Além disso,
alguns sistemas totalmente controlados por soffware e com ambiente de programacao
permitem uma automagao completa. Assim, tém-se tornado corriqueiro o uso de

rotinas para:
e varredura da amostra e aquisi¢do automatica de imagens;
e correcao de defeitos na aquisi¢ao (Pirard et al., 1999);
e autofoco (Sun et al., 2004);

e foco estendido (Goldsmith, 2000; Valdecasas et al., 2001; Niederost et al.,
2003); e

e montagem digital de imagens de campo estendido (Donovan, 1997; Oho
et al., 2000; Bradley et al., 2005).

Inclusive, tais rotinas podem ser encontradas em soffwares comerciais de
aquisi¢ao e analise de imagens, como o Axiovision (Catl Zeiss Vision, 2004) e o SIS
Scandium (Soft Imaging System, 2006), por exemplo.

Contudo, outras possibilidades, como algumas técnicas de microscopia co-
localizada, a reconstru¢ao superficial em 3D (Nayar & Nakagawa, 1994) e a
reconstruc¢ao volumétrica a partir de polimento seqiiencial (Kral et al., 2000), tém uso
mais restrito ou ainda estdo em fase de pesquisa.

Neste capitulo, sao revistas algumas consequéncias do advento da Microscopia
Digital no ambito da microscopia 6ptica de luz refletida e da microscopia eletronica
de varredura. Em seguida, é abordada a microscopia co-localizada. Todavia, antes ¢é

necessaria a introducao de alguns fundamentos acerca da imagem digital.
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2.1.Imagem digital

Para estar apta ao processamento computacional, uma imagem precisa ser
digitalizada de modo a formar uma imagem digital. A digitalizacao das coordenadas
espaciais de uma imagem real ¢ denominada amostragem da imagem, enquanto a
digitalizacdo de sua amplitude é chamada quantizacio em niveis de intensidade ou
simplesmente quantiza¢ao (Gonzalez & Woods, 2002).

Imagem digital ¢ um conjunto ordenado de pixels. O pixel, acronimo da
expressao em inglés picture element, é a menor unidade da imagem digital. Uma imagem
digital ¢ uma matriz onde cada um de seus elementos ¢ um nimero que representa a
cor ou intensidade do pixel de posi¢iao correspondente na imagem real. Assim, esta
matriz é uma representagao que reproduz digitalmente uma imagem ponto a ponto,
ou seja, pixel a pixel. A Figura 1 apresenta uma imagem digital e exibe, em detalhe,
uma pequena parte onde as intensidades dos pixels sio mostradas também

numericamente.

113 92 75

148 128 69

143 137 76

Figura 1 - Imagem digital.

A resolugdo espacial, ou simplesmente resolug¢do, de uma imagem digital
consiste na frequéncia de amostragem da imagem. Ela denota a menor porgao de
imagem que se consegue resolver, ou seja, a menor distancia em que ¢ possivel
discriminar dois pontos na imagem. A resolu¢ao é medida como inverso do tamanho
real do pixel (pixel size), ou seja, o inverso do tamanho que o pixel representa na
imagem real. Assim, a resolu¢ao é dada como numero de pixels por unidade de
distancia. Alternativamente, o numero total de pixels em cada eixo da imagem
também ¢é chamado de resolucio.

A quantizagdo de uma imagem digital, também referida como profundidade ou

resolucao espectral, consiste no numero maximo de niveis de intensidade ou cor que
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esta imagem pode apresentar. A quantiza¢ao ¢ medida em numero de niveis de
intensidade.

A Figura 2 mostra pictoricamente os conceitos de resolu¢do e quantizagio.
Nela, sao apresentadas quatro imagens digitais de uma mesma cena com diferentes
resolugoes e quantizagoes. Pode-se perceber a variacio de resolugao na direcao
horizontal, as imagens da direita tém maior resolucao (512 x 512 pixels) do que as da
esquerda (128 x 128 pixels). Da mesma forma, a quantizagao varia na dire¢ao vertical,
as imagens de baixo apresentam maior quantizagao (256 niveis de cinza) do que as de

cima (4 niveis de cinza).

128 x 128 pixels E ) 512 x 512 pixels
4 niveis de cinza L o 4 niveis de cinza

' /

Figura 2 - Resolugéo e quantizagéo.

|7

128 x 128 pixels
256 niveis de cinza

{8
512 x 512 pixels
256 niveis de cinza

Provavelmente, a quantizagao mais comumente encontrada em imagens digitais
“monocromaticas”, ainda hoje, seja a de 256 niveis de cinza ou 8 bits (2° = 256). A
representacao digital deste tipo de imagem pode variar bastante, mas, em geral, estas
imagens sao representadas por matrizes de nimeros inteiros que variam de O (preto)
a 255 (branco). Mesmo nos microscépios Opticos ¢ MEVs mais modernos, este
padrao ainda predomina. Contudo, para aplicagdes mais especificas, notadamente
difracao de elétrons em microscopia eletronica de transmissao, ha cameras CCD com
quantizacao de 12 bits ou mais (Paciornik, 2007).

A resolugao e a quantizagdao das imagens sao parametros fundamentais em um
procedimento de analise digital de imagens. Elas precisam ser levadas em conta na

etapa de aquisi¢do das imagens, pois podem afetar decisivamente diversas medidas. E
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6bvio, por exemplo, que a quantizagao deve ser alta o suficiente para permitir a
observacao do contraste entre duas fases, possibilitando sua distingao. Assim como, ¢é
razoavelmente intuitivo que medidas de tamanho perdem precisio com a diminuigao
da resolucio.

Contudo, nem sempre, as maiores resolucio e quantizag¢ao disponiveis
representam a melhor solugao para um determinado caso. O aumento indiscriminado
destes parametros pode levar a imagem digital a possuir informacao desnecessaria ou
até mesmo sem sentido fisico (Wojnar & Kurzydtowski, 2000). Além disso, pode
tornar mais complexo o procedimento de analise. Assim, resolu¢ao e quantizagao sao
parametros que precisam ser adequadamente escolhidos, em cada caso, de modo a
facilitar o estudo da caracteristica microestrutural de interesse.

Outras caracterfsticas inerentes a imagem e importantes para sua analise sao o
brilho e o contraste. Estas caracteristicas podem ser intuitivamente percebidas. Por
exemplo, uma imagem formada predominantemente por pixels com niveis de cinza
baixos, préoximos a 0 (preto), é percebida como uma imagem escura, ou seja, com
baixo brilho. Ja uma imagem que contenha predominantemente pixels com niveis de
cinza préximos a 255 (branco) é considerada uma imagem clara, com alto brilho. Da
mesma forma, uma imagem que apresenta pixels com uma pequena variacio de
niveis de cinza é percebida como uma imagem com baixo contraste e vice-versa.

O brilho e o contraste de uma imagem digital podem ser matematicamente
descritos respectivamente como a média e o desvio padrao dos niveis de intensidade
de todos os pixels da imagem. Outras defini¢des matematicas para brilho e contraste
também sao encontradas na literatura, mas, em geral, estas sao as mais aceitas e
utilizadas (Weeks, Jr., 1990).

Para compreender a importancia do brilho e do contraste para a analise digital
de imagens, é necessaria a introdugao do conceito de histograma de niveis de
intensidade. O histograma de uma imagem digital constitui-se na representagao
grafica da fungao densidade de probabilidade dos niveis de intensidade de seus pixels.

Dada uma imagem, seu histograma ¢é definido pela fungao:

nr
p(r) = o 1)

onde r representa os niveis de intensidade; 7, ¢ o nimero de pixels com intensidade 7
e 7 é¢ o namero total de pixels da imagem.
Graficamente, o histograma de uma imagem apresenta no eixo horizontal a

escala de niveis de intensidade e, no eixo vertical, mostra a probabilidade de
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ocorréncia ou o numero de pixels de cada nivel de intensidade na imagem. Assim, o
histograma da uma idéia geral da aparéncia da imagem, porém nada revela acerca de

seu conteudo. A Figura 3 mostra uma imagem ao lado de seu respectivo histograma.

127 255
Intensidade
0 127 255

Figura 3 - Histograma de niveis de intensidade.

Embora o histograma nada revele sobre o conteddo de uma imagem, sua
forma pode se constituir em informagao crucial para a analise da imagem (Gonzalez
& Woods, 2002). Uma das técnicas de segmentacdo, etapa essencial na analise de
imagens, mais comumente empregadas, ¢ a limiarizacio (thresholding), que ¢é
fundamentada justamente no histograma.

A limiarizagao baseia-se na premissa, nem sempre verdadeira, de que cada fase
¢ representada por pixels com niveis de intensidade semelhantes entre si na imagem.
Assim, a segmentagao por limiarizacido ¢ efetiva apenas caso as fases, além de
homogéneas, apresentem niveis de intensidade diferentes umas das outras. De
qualquer maneira, isto ocorre em indmeros casos, o que, aliado a simplicidade da
técnica, faz da limiarizacdo uma segmentagao bastante popular.

A partir do histograma, fases homogéneas e diferentes entre si podem ser
segmentadas através da definicdo de limiares de intensidade. Assim, cada fase ¢é
determinada por uma faixa de intensidades. Graficamente, as fases sao representadas
por picos no histograma, de modo que, para separa-las, os limiares sio colocados nos
vales entre estes picos. Quanto mais baixos forem os vales e mais separados e bem
definidos forem os picos, melhor sera o resultado da limiarizagao.

Um contraste adequado é aquele que promove a separagao dos picos de cujas
fases se deseja segmentar no histograma. Quanto ao brilho, nao deve ser excessivo de
modo a distorcer a forma de um pico, saturando-o no limite superior do histograma

(branco), nem baixo demais para que o faga no limite inferior (preto). Assim, o
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histograma da imagem deve preferencialmente ocupar toda a faixa de intensidades
disponivel sem, contudo, atingir seus extremos.

O brilho e o contraste podem ser manipulados por processamento digital de
imagens e, muitas vezes, isto é realmente desejavel. No entanto, as imagens devem
ser adquiridas de modo a ja apresentarem o histograma abrangendo toda a faixa de
intensidades. Isto garante que a representagao digital da imagem tera o maior nimero
de intensidades possivel (Paciornik & Mauricio, 2004). O processamento digital de
imagens ¢, em geral e neste caso em particular, incapaz de recuperar a informagao
perdida por uma aquisi¢ao digital inadequada.

Até este ponto, foram abordadas as imagens digitais em niveis de cinza,
também chamadas imagens “monocromaticas”. A seguir, sao descritas as imagens
digitais coloridas e multi-componente.

As imagens coloridas geralmente obtidas, tanto por cameras de microscopios
opticos quanto por cameras comuns, sao imagens de 24 bits, portanto com 16,7
milhdes de cores (2°%). Estas imagens coloridas sio na verdade imagens multi-
componente formadas pela composicio de trés imagens nas cores primarias
(vermelho, verde e azul) com quantizagao de 8 bits (Orchard & Bouman, 1991).
Assim, este tipo de imagem colorida ¢ conhecido como imagem RGB (red, green, blue).

A Figura 4 mostra uma imagem RGB seguida de suas trés componentes R, G e B.

Figura 4 - Imagem RGB e suas componentes.

A imagem RGB ¢ uma imagem multi-componente usada para codificar cor.
Contudo, as componentes de uma imagem multi-componente podem representar
informacao de quaisquer origem e significado acerca do campo observado. Nao ¢ de
forma alguma necessario que as componentes tenham alguma relagdo entre si, além

da correspondéncia espacial. Por exemplo, uma imagem multi-componente pode ser
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formada por diversas imagens de mapeamento de raios X de diferentes elementos
quimicos.

Imagens com até trés componentes podem ser visualizadas como imagens
RGB. Neste caso, as falsas cores denotam as propriedades representadas nas
componentes. Este é um tipo de imagem de pseudo-cor e constitui-se em uma forma
de visualizacao de dados.

Em uma imagem multi-componente, cada uma das componentes pode ser
tratada, processada e analisada separadamente, como uma imagem em niveis de
cinza. Todas as considerag¢oes acerca das imagens em niveis de cinza sao aplicaveis as
imagens componentes. Contudo, nem sempre o processamento individual das
componentes gera resultados adequados.

Uma imagem multi-componente é uma matriz onde cada um de seus
elementos ¢ um vetor, nio um numero (escalar) como nas imagens em niveis de
cinza. Cada vetor representa um pixel e cada elemento do vetor denota a intensidade
deste pixel em uma componente da imagem. No caso de uma imagem RGB, cada
pixel é representado por um vetor de trés elementos que armazena suas intensidades
nas trés cores primarias (vermelho, verde e azul).

Assim, numa imagem multi-componente, a fun¢do densidade de probabilidade
dos niveis de intensidade, que define o histograma da imagem, torna-se multivariada.
Uma imagem com duas componentes, por exemplo, apresenta um histograma
tridimensional. Em dois dos eixos estdo as escalas de niveis de intensidade das
componentes. Ja o terceiro eixo mostra as probabilidades de ocorréncia combinada
dos niveis de intensidade em cada componente da imagem. A Figura 5 apresenta uma

imagem RGB e seu histograma composto RG, parcial, portanto.

1000
s00+
g0

a0

Numero de pixels

s

127
G 285 O

Figura 5 - Uma imagem RGB e seu histograma bidimensional RG.
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A limiarizacdo pode ser generalizada para a segmentacdo de imagens multi-
componente. Neste caso, o equivalente do limiar é uma fronteira de decisio, cuja
topologia é funcao do numero de componentes da imagem. Com apenas uma
componente, as fronteiras de decisdo sao numeros escalares (limiares); com duas
componentes, sio retas; com tres, sio planos; e com mais de trés, hiper-planos.

Contudo, técnicas mais avangadas de segmentacdo podem oferecer fronteiras
de decisio mais complexas, o que freqiientemente gera resultados melhores. Deste
modo, dependendo do numero de componentes da imagem, podem ser definidas,
como fronteiras de decisio, curvas, superficies e hiper-superficies, que ainda podem
ser continuas ou nao. Mais adiante, neste trabalho, sera abordada uma técnica que

permite esta alternativa, a classificagao supervisionada de pixels.

2.2.Microscopia Optica de Luz Refletida

O impacto do surgimento da Microscopia Digital para a microscopia 6ptica foi
imenso. Nos microscopios Opticos mais modernos, praticamente todas as suas
fungoes podem ser digitalmente controladas. Além da motoriza¢io da platina, a
selecdo da lente objetiva, a escolha do modo de contraste e o controle da iluminagao,
dos filtros e dos diafragmas tém-se tornado ferramentas cada vez mais presentes.

Tudo isso, aliado a aquisi¢ao e analise digital de imagens, permite a criagao de
diversas rotinas de aquisicio automatica e procedimentos de auto-ajuste. A seguir,
sao descritos alguns procedimentos de auto-ajuste (autofoco e plano de foco) e de
correcao de defeitos na aquisicao digital de imagens. Por fim, ¢ mostrado o
funcionamento da rotina de varredura da amostra para aquisicio automatica de

imagens.

2.2.1.Autofoco

A focaliza¢do automatica em microscopia, também denominada autofoco, esta
disponivel comercialmente ha muito tempo, tanto para microscopios 6pticos quanto
para microscopios eletronicos de varredura. Entretanto, tais solugdes dependiam
geralmente de bardware especifico.

Com o advento da Microscopia Digital, o autofoco passou a ser facilmente

implementavel através de processamento e analise digital de imagens. Basta, para
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isso, que o microscopio possua controle computadorizado da altura da amostra (eixo
z), aquisi¢ao digital de imagens e soffware analisador de imagens, todos integrados.

Mais que um conforto para o operador do microscépio, o autofoco é um
procedimento essencial em qualquer processo que envolva a aquisi¢ao automatica de
imagens. O autofoco visa garantir o foco correto em cada campo, mesmo que a
amostra ndo seja totalmente plana ou que haja uma pequena inclinagao em relagao ao
plano ortogonal ao eixo optico.

As técnicas de autofoco por processamento e analise digital de imagens
geralmente baseiam-se na aquisicao sucessiva de imagens de um mesmo campo, ou
porcao de campo, variando-se a posi¢ao no eixo z. Em cada imagem capturada, uma
determinada caracteristica ¢ medida, de modo que o processo evolui buscando a
maximiza¢ao desta caracteristica, ou seja, a otimiza¢ao do foco. Basicamente, o que
muda de uma técnica para outra é a caracteristica a ser medida e o algoritmo de
maximizacao.

A caracteristica mensuravel usada para realizar o autofoco deve denotar a
nogao de nitidez, uma propriedade intuitiva utilizada pelos operadores humanos para
determinar o foco correto. Na literatura, sao encontradas diversas caractetisticas
utilizadas em algoritmos de autofoco (Sun et al, 2004). Contudo, podem ser
destacados o contraste (desvio padrao das intensidades dos pixels) da imagem
(Kernforschungs Zentrum Karlsruhe GmbH, 1979 apud Groen et al., 1985) e a média
do médulo do filtro Sobel (Tenenbaum, 1970), pois sio caracteristicas rapidamente
medidas e de facil implementagao.

Apesar de simples e rapidas, as técnicas de autofoco baseadas no contraste e na
média do moédulo do Sobel sio bastante eficazes, especialmente para a microscopia
optica de luz refletida e microscopia eletronica de varredura. Entretanto, na
microscopia oOptica de luz transmitida, estas caracteristicas nem sempre apresentam
resultados satisfatorios e rotinas mais complexas sao geralmente utilizadas.

Na verdade, a escolha entre uma ou outra caracteristica depende da aplicagao
em questao. Rotinas que utilizam o médulo do Sobel tendem a convergir mais rapido
para um foco melhor, no entanto sao mais sensiveis a ruidos. No caso de imagens
ruidosas, o emprego de uma rotina baseada no contraste, ou em alguma variante,
como o contraste normalizado pelo brilho, costuma apresentar melhores resultados

(Sun et al., 2004). O uso do contraste normalizado pelo brilho na rotina de autofoco
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compensa possiveis variagdes de iluminacio entre as imagens adquiridas para
determinacdo do foco 6timo (Groen et al., 1985).

No decorrer do presente trabalho, foi implementada uma fungao no soffware
KS400 (Catl Zeiss Vision, 1998) para a realizagaio de autofoco. Esta funcao ¢é
chamada LMDautofoco e possui internamente trés sub-rotinas baseadas,
respectivamente, no contraste, no contraste normalizado pelo brilho e no médulo do
Sobel. A Figura 6 mostra a convergéncia para o foco étimo em um procedimento
realizado com a fun¢do LMDantofoco no modo Sobel. Na Figura 7, podem ser vistas

as imagens inicial (esquerda) e final (direita) deste experimento.

120
No. z Sobel
(um) | médio
100 - 7 | 969 | 190
9771 | 665
9780 | 84,8
R 80 1 10 | 9790 | 1014
5 13 | 9799 | 1052
E 60 11 | 9809 | 1025
2 9 |9818 | 805
8 12 | 9818 | 805
40 - 6 | 9846 | 357
3 | 9921 | 164
4 | 9996 | 135
201 1 |10221] 119
2 |10206| 117

0

9100 9300 9500 9700 9900 10100 10300 10500

z (um)

Figura 6 - Convergéncia do autofoco.

Figura 7 - Imagens inicial e final do procedimento de autofoco.
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2.2.2.Plano de foco

A fim de evitar variagdo no foco, a amostra deve ser colocada na platina do
microscopio de modo que a superficie a ser observada fique perfeitamente ortogonal
ao eixo 6ptico do microscopio. Contudo, mesmo tendo cuidado na montagem da
amostra e em sua subsequente colocagdo na platina, pequenas inclinagdes em relagao
ao plano ortogonal ao eixo Optico costumam ocorrer.

Este ¢ um problema particularmente critico no microscopio 6ptico quando da
aquisi¢ao automatica de imagens a partir de uma varredura da amostra. Quanto maior
for a magnificacao utilizada, mais evidente se torna o problema. Em geral, a
profundidade de campo é menor em lentes objetivas de maior magnificagao (Leal,
2000). Assim, a despeito da eficacia das técnicas de autofoco, é recomendavel a
defini¢do de um plano de foco. Isto aumenta a eficiéncia do autofoco, reduzindo o
tempo de busca do foco 6timo e evitando que o algoritmo divirja.

A defini¢ao de um plano de foco ¢ um procedimento muito simples, porém
efetivo. A partir da determinagao do foco 6timo, manual ou automaticamente, em
trés pontos afastados entre si da superficie da amostra, obtém-se o plano de foco.
Assim, o foco correto (posi¢ao z) em cada campo da amostra pode ser calculado e
ajustado de acordo com suas coordenadas x e y.

Com isso, o autofoco pode ser utilizado apenas como um ajuste fino para
compensar pequenas variagcoes locais. Entretanto, na pratica, quando as amostras sao
bem preparadas (polidas), o autofoco a cada campo pode ser dispensado,
empregando-se eficientemente apenas uma rotina para a defini¢ao do plano de foco.

No decorrer deste trabalho, implementou-se no KS400 uma funcgido de

defini¢ao de plano de foco, chamada IL.MDplanofoco.

2.2.3.Correcéo de defeitos da aquisicao de imagens digitais

Sistemas de microscopia Optica com camera apresentam corriqueiramente
defeitos na aquisicio de imagens. Alguns destes defeitos sio tdo evidentes que
mesmo um observador leigo pode nota-los. Por exemplo, a niao-uniformidade na

iluminagao, maior no canto superior direito, na imagem mostrada na Figura 8.
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Figura 8 - N&o-uniformidade na iluminagéo.

Ja outros defeitos sio mais dificeis de serem vistos, as vezes, imperceptiveis
para a visao humana. Contudo, tais defeitos constituem-se em fontes de erros na
microscopia quantitativa. A Figura 9 mostra duas imagens de um mesmo campo
capturadas em sequéncia. Aparentemente elas nao apresentam diferengas entre si,
mas basta uma subtracio das duas e a normalizacao do resultado para que as
diferencas fiquem evidentes. Caso nao houvesse diferenca entre as imagens, a

imagem da subtragdo seria completamente preta.

Figura 9 - Diferenc¢a entre imagens de um mesmo campo.

Os defeitos na aquisi¢io de imagens tém diversas origens: instabilidade e nao-
uniformidade da iluminagio; inclinagao da amostra em relagao ao plano ortogonal ao
eixo Optico; defeitos no circuito CCD da camera; e problemas diversos na éptica,
incluindo-se até mesmo fungos e sujeira. Estes problemas devem ser mitigados,
porém, na pratica, alguns sao inevitaveis.

Ha basicamente trés tipos de defeitos na aquisicao de imagens: dependentes do
tempo, aleatérios e sistematicos. Os defeitos dependentes do tempo podem ser de
longo ou curto prazo. O crescimento de fungos e o aparecimento de sujeira nas
lentes do microscopio sio defeitos de longo prazo que, quando surgem, podem
prejudicar muito a qualidade das imagens adquiridas. Na verdade, o efeito deles é

reduzido através do procedimento de correcao de fundo, discutido mais adiante.
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Entretanto, fungos e sujeira sio um problema de manuten¢ido do microscopio, que
evidentemente nao deve ser negligenciada.

Um defeito de curto prazo muito comum ¢ a variagao da resposta do circuito
CCD da camera devido ao seu aquecimento. Isto ocorre em cameras que nao
possuem dispositivo de resfriamento, geralmente cameras mais antigas. Neste caso,
recomenda-se um estagio inicial de aquecimento e estabilizacio da temperatura da
camera (90 minutos) antes de adquirir-se alguma imagem (Pirard et al., 1999). A
camera do sistema do Laboratério de Microscopia Digital do DCMM tem
resfriamento por circuito Peltier e, assim, dispensa este estagio de aquecimento.

Os defeitos aleatérios podem ter diversas origens, como instabilidades diversas
na fonte de iluminagao e no circuito CCD da camera, sistemas de ajuste automatico
de brilho e contraste na camera, entre outras. O presente trabalho nido aborda
especificamente as origens destes defeitos, no entanto, apresentara um meio de
reduzir seus efeitos sobre as imagens.

A Figura 10 apresenta graficamente a variagao do valor da intensidade do pixel
central de diversas imagens, de um mesmo campo, capturadas em seqiiéncia. O pixel
central foi escolhido arbitrariamente e os resultados sao reprodutiveis e comparaveis
com os encontrados na literatura (Pirard et al., 1999). De fato, flutuacdes da ordem
de alguns niveis de cinza nio sdo incomuns nas cameras disponiveis comercialmente.
No entanto, ¢ evidente a necessidade de se corrigir ou pelo menos compensar este

defeito.
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Figura 10 - Intensidade do pixel central de diversas imagens de um mesmo campo.
Uma maneira eficaz de minorar e até eliminar os defeitos aleatérios é capturar
diversas imagens do mesmo campo e calcular a média entre elas, pois este
procedimento melhora a relagao sinal-ruido (Castleman, 1979). Contudo, na pratica,

isto s6 é necessario quando se deseja discriminar duas fases que apresentam niveis de
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intensidade ou cores muito proximos. No decorrer do presente trabalho, foi
implementada no KS400 uma funcdo para realizar a amostragem por média de
imagens (LMDamostra).

Os defeitos sistematicos sdo constantes e independem do tempo para um dado
sistema microscopio-camera. Tais defeitos sao comumente chamados defeitos de
tundo ou background, pois sempre aparecem nas imagens capturadas, nio importando
qual amostra ¢é observada. Suas origens sio as mais diversas, como a nao-
uniformidade da iluminagdo, defeitos no circuito CCD da camera e problemas na
optica do microscépio. Fungos e sujeira, apesar de serem defeitos de longo prazo,
podem ser tratados, no curto prazo, como defeitos sistematicos. A solu¢ao classica
para estes defeitos é a correcao de fundo.

Tradicionalmente, a corre¢iao de fundo ¢ tratada como uma rotina da etapa de
pré-processamento na seqiéncia padrao de processamento e analise digital de
imagens. De fato, este ¢ um procedimento de pré-processamento, pois envolve
operacOes aritméticas de imagens visando a melhoria da imagem. Contudo, trata-se
de um procedimento que deve ser realizado sempre, em toda e qualquer aquisi¢ao de
imagem, em microscopia Optica. Assim, no presente trabalho, a correcao de fundo é
incluida no rol das rotinas de aquisi¢ao de imagens.

A idéia por tras da corregao de fundo ¢ justamente a de que o defeito de fundo
¢ um erro sistematico reprodutivel. Para um dado sistema microscopio-objetiva-
camera, este fundo defeituoso, ndo homogéneo, é sempre o mesmo, independente da
amostra. Assim, a corre¢ao de fundo preconiza que este fundo deva ser obtido e seu
efeito compensado.

Na verdade, o defeito de fundo é formado por dois erros de naturezas
diferentes, um aditivo e um multiplicativo (Chang & Reid, 1996). Nao entrando no
mérito da origem destes erros, pode-se determina-los através da obtencao de duas
imagens de referéncia, a imagem de referéncia preta e a imagem de referéncia branca.

A imagem de referéncia preta ¢ a imagem adquirida sem iluminaciao e
representa a variacado da resposta pixel a pixel do circuito CCD da camera. Na
pratica, para muitas cameras esta imagem ¢ nula, ou seja, apresenta intensidade
constante e igual a zero.

Ja a imagem de referéncia branca é obtida pela aquisicio de uma imagem de
uma superficie plana, polida e homogénea, como uma lamina de vidro ou uma

amostra-padrao de refletancia. Esta imagem recebe este nome, pois deve ter uma
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intensidade maxima préxima do branco de modo a expressar a variagido tonal na
maior escala possivel.

Tendo estas duas imagens de referéncia, pode-se calcular a imagem com o
fundo corrigido através de aritmética de imagens de acordo com a seguinte equagao

(Pirard, 2004):
“BTopr @

onde I ¢a imagem com o fundo corrigido;
| ¢ aimagem original;

P® ¢ B® sio as imagens de referéncia preta e branca, respectivamente.

No entanto, para utilizar este procedimento, é essencial que o soffware
analisador de imagens possa operar com imagens em formato ponto flutuante. Se
este ndo for o caso, a imagem corrigida deve ser normalizada a fim de que os valores
dos pixels retornem a faixa de intensidades da imagem original, conforme a equagio
a seguir:
max(l) - min(l)

c _ (1S _ minf1SY)
1 =(1° - ming )}max(lc)—min(lc)

+ min(l) (3)

c . : . . .
onde |y é aimagem com o fundo corrigido normalizada;

min(X) e max(X) sao os niveis de intensidade minimo e maximo da imagem X.

Cabe aqui ressaltar que, na aquisicdo de imagens coloridas RGB, o
procedimento acima descrito para correcao de fundo deve ser feito separadamente
para cada componente (R, G e B).

No decorrer do presente trabalho, a partir das equagdes mostradas acima, foi
implementada no KS400 uma func¢io de correcao de fundo chamada LMDcorrBG.

A Figura 11 exibe graficamente o efeito causado pela amostragem por média
de imagens e pela corre¢ao de fundo na imagem de uma lamina de vidro adquirida no
microscopio. Nela, sao mostrados os perfis de intensidade dos pixels da linha
horizontal central da: (a) imagem original; (b) imagem amostrada pela média de oito
imagens; e (c¢) imagem amostrada pela média de oito imagens e com o fundo

corrigido.
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Figura 11 - Perfis de intensidade dos pixels da linha horizontal central da: (a) imagem original; (b)
imagem amostrada pela média de oito imagens; e (c) imagem amostrada pela média de oito

imagens e com o fundo corrigido.

Espera-se que uma lamina de vidro apresente uma imagem homogénea, de
modo que o perfil de intensidade de sua linha central seja aproximadamente
constante. Assim, observando-se estes graficos da Figura 11, fica evidente a
necessidade da realizagdo destes procedimentos de correcao, especialmente, a

correcao de fundo.

2.2.4.Varredura da amostra e aquisi¢cdo automatica de imagens

Alguns experimentos, para ter validade estatistica, exigem a observacao de um
grande nimero de campos ao microscépio. Por vezes, deve-se cobrir toda a area da
amostra. Contudo, na pratica, ¢ mais comum fazer-se uma amostragem através da
aquisi¢ao de campos regularmente espagados na superficie da amostra (Jones, 1987).

Este procedimento de varredura da amostra e aquisicio de imagens pode ser
feito manualmente, e antigamente o era, mas sio evidentes as vantagens de um

procedimento automatico. Além da maior velocidade e praticidade, o método
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automatico ¢ reprodutivel e evita a ocorréncia de erros por fadiga do operador, como
a repeti¢ao e a sobreposi¢ao de campos.

O procedimento automatico calcula as posi¢oes (x, y) dos varios campos de
modo a distribui-los uniformemente na superficie da amostra. Entao, ele opera
movimentando a platina e, a cada posi¢ao calculada, capturando uma imagem.

Geralmente, a varredura da amostra com aquisi¢ao automatica de imagens é
integrada com as rotinas de corre¢ao e auto-ajuste do microscopio. Esta integracao ¢
fortemente recomendada e constitui-se em uma vantagem adicional do método
automatico.

Os microscopios Opticos digitais costumam dispor de fungoes para realizar a
aquisi¢ao automatica de imagens a partir da varredura da amostra. Ademais, no
decorrer deste trabalho, foi desenvolvida, com a linguagem de macro do KS400, uma
funcao chamada L. MDcaptura, que automatiza diversos procedimentos de aquisi¢ao
de imagens, inclusive a varredura de amostra. Esta fun¢do é descrita em detalhe na

secao 5.2.1 (pagina 65).

2.3.Microscopia Eletronica de Varredura

Os procedimentos de aquisi¢do automatica de imagens, auto-ajuste e corre¢ao
descritos para o microscopio Optico tém seus correspondentes na microscopia
eletronica de varredura. De fato, varias destas rotinas estdo disponiveis nos soffwares
de controle dos MEVs atuais. Além disso, rotinas automaticas para alinhar o feixe de
elétrons e para corrigir o astigmatismo, entre outras, também sio encontradas.

Os principais avangos na microscopia eletronica de varredura, advindos da
Microscopia Digital, sao devidos ao controle digital do feixe de elétrons e dos
detectores. Isto permitiu a criacdo de sistemas dotados de aquisicio de imagens com
maior resolu¢do e possibilitou o uso integrado de sinais de diversos detectores,
especialmente, espectroscopia de raios X (Paciornik & Mauricio, 2004).

A interacdo do feixe de elétrons com a amostra gera uma grande quantidade de
informa¢ao na forma de particulas e radiagoes eletromagnéticas emitidas pela
amostra ¢ também de sinais internamente produzidos. Alguns exemplos sao elétrons
retro-espalhados, elétrons secundarios, raios X, luz, corrente elétrica, entre outros.
Estes sinais constituem informagdao com diversos significados fisicos acerca da
amostra ¢ podem ser explorados em diferentes modos de operacio e formagao de

imagens no MEV (Reimer, 1998).
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Em tecnologia mineral, as imagens mais importantes sao as de elétrons retro-
espalhados (Neumann et al., 2004). O detector de elétrons retro-espalhados (BSE)
forma imagens que contém informacgio topografica e relativa a0 nimero atomico
médio da regiao atingida pelo feixe. Contudo, caso a amostra seja plana (polida), a
informacao topografica ¢ minimizada e a intensidade de cada pixel na imagem de
BSE ¢ proporcional ao nimero atomico médio na posi¢io correspondente (Jones,
1987; Goldstein et al., 1992). Assim, ¢ possivel distinguir fases com nimero atomico
médio diferente a partir de seus niveis de cinza caracteristicos nas imagens de BSE.

Todavia, diferentes fases com nimero atomico médio semelhante podem nao
apresentar contraste suficiente em imagens de BSE, de modo que nio ¢ possivel
segmenta-las partir de seus niveis de cinza. Assim, é necessario o uso de informagao
adicional, com diferente significado fisico, obtida de algum outro detector do MEV.
Em geral, recorre-se a dados quimicos composicionais provenientes de um
espectrometro por dispersao de energia de raios X (EDS) acoplado ao MEV. Em
alguns sistemas controlados por soffware e com ambiente de programagao, é possivel
criar rotinas automaticas que integrem a aquisi¢ao e analise digital de imagens com a
analise por EDS.

Petruk (1988) desenvolveu um método de analise que explora justamente este
tipo de integracao. A amostra ¢ varrida e a cada campo uma imagem de BSE ¢
adquirida, processada e analisada. Entdo, nas regides ambiguas, sio obtidos dados do
EDS para aprimorar a discriminagao das fases. Em seguida, a platina ¢ movimentada
€ O processo recomega.

Deste modo, o EDS ¢ acionado apenas em alguns pontos definidos a partir da
analise das imagens de BSE. Isto faz com que o método seja bem ripido em
comparagao a aquisicao de imagens de mapeamento de raios X. Entretanto, este tipo
de analise tem aplicagdo limitada, pois as fases a serem discriminadas através do EDS
nao podem ocorrer em regioes adjacentes (Petruk, 2002; Gu, 2003).

Outra maneira de promover a integracao de diferentes sinais do MEV ocorre
através da microscopia co-localizada. Na se¢dao seguinte, esta e outras formas de

microscopia co-localizada sio conceituadas e discutidas.

2.4.Microscopia Co-localizada

A microscopia co-localizada ¢ uma das novas e promissoras possibilidades

advindas do surgimento da Microscopia Digital. Em linhas gerais, o objetivo da
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microscopia co-localizada ¢ juntar diversos tipos de informagao acerca da amostra,
gerando uma base de dados multimodal representada por uma imagem multi-
componente.

A microscopia co-localizada consiste em uma técnica para construc¢ao de
imagens multi-componente combinando imagens obtidas de diferentes modalidades
de microscopia ou de um mesmo microscopio, mas em diferentes condigdes (Gomes
et. al, 2005). As vezes, a microscopia co-localizada ¢ também chamada de
microscopia multimodal ou microscopia colaborativa (Bonnet, 2004).

A partir de imagens de um mesmo campo, formadas por diversos detectores,
pode-se juntar informagoes com diferentes significados fisicos e ampliar o contraste
entre as fases no MEV. De fato, baseados em analise de imagens de BSE e EDS,
foram desenvolvidos sistemas automaticos comercials para caracterizagao
quantitativa de minérios (Sutherland & Gottlieb, 1991). Na microscopia optica,
imagens obtidas em diferentes modos de contraste (campo claro, campo escuro,
DIC) podem ser combinadas a fim de se revelar determinadas caracteristicas
microestruturais (Glasbey & Martin, 1990).

Soto et. al. (2004) desenvolveram uma outra forma de microscopia co-
localizada no microscopio 6ptico de luz refletida a partir da realizacdo de ataques
quimicos sucessivos. O método se inicia com a aquisi¢io de imagens de diversos
campos da amostra. Em seguida, a amostra ¢ retirada da platina, sofre um
determinado ataque quimico e, apds limpeza, retorna ao microscopio para a obtengao
de imagens dos mesmos campos. O processo se repete em um segundo ataque e
assim sdo obtidas trés imagens de cada campo (sem ataque, apds o primeiro ataque e
apos o segundo ataque). No trabalho em questiao, a microscopia co-localizada foi
responsavel pela identificagio e discriminacao de fases minerais inicialmente
indistintas em amostras de minério de cobre.

Nos ultimos 4 anos, o grupo de pesquisa em Microscopia Digital coordenado
pelo Prof. Dr. Sidnei Paciornik do DCMM/PUC-Rio vem pesquisando diversas
possibilidades e aplicagdes para a microscopia co-localizada (Soto et. al., 2004;
Gomes et. al., 2005; Paciornik et. al., 2005; Paciornik & Moraes-Junior, 2005; Reis,
2006; Gomes et. al., 20006; De-Deus et al., 2007).
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2.4.1.Regqistro

Registro espacial de imagens, ou simplesmente registro, é a operagao de
determinagao da correspondéncia ponto a ponto entre duas ou mais imagens de uma
mesma cena. Em outras palavras, o registro consiste na superposicao pixel a pixel de
imagens de uma mesma area (ou volume) obtidas por diferentes sensores ou em
diferentes condicoes.

A questao crucial em qualquer procedimento de microscopia co-localizada ¢ o
registro espacial das imagens. Na verdade, o registro é a etapa critica em qualquer
procedimento de analise de imagens em que haja um ganho pela combinagao de
informagoes de diversas origens (Zitova & Flusser, 2003). Somente apos o registro,
pode-se formar uma imagem multi-componente que represente de fato uma base de
dados multimodal (Goshtasby, 2005).

O registro de imagens é comumente usado para a comparagdo € composicao
de imagens multi-espectrais em Sensoriamento Remoto (Schowengerdt, 1983). Na
Medicina, o registro tem diversas aplicagoes (diagnostico, preparag¢ao de cirurgias,
avaliagdo de resultados, etc.), sendo usado para a comparagao de imagens e para a
juncao de informagoes anatomica e funcional, que geralmente sao obtidas através de
técnicas diferentes (van den Elsen et al., 1993; Maintz & Viergever, 1998).

Ha na literatura uma grande variedade de métodos de registro baseados em
diferentes principios e com emprego em diversas aplicagoes (Zitova & Flusser, 2003;
Goshtasby, 2005). Qualquer que seja o método, o registro consiste na determinagao e
aplicacao de uma operag¢ao geométrica entre imagens (transformacao espacial) para
transformar as coordenadas de cada ponto em uma imagem nas coordenadas dos
pontos correspondentes na outra imagem. Esta transformacao deve remover apenas
as distor¢Oes espaciais entre as imagens, pois outras diferencas, advindas da
diversidade de informagao que cada imagem representa, sao exatamente as
caracteristicas que o registro visa expor (Brown, 1992).

Didaticamente, os métodos de registro usados na microscopia co-localizada

podem se classificados de acordo com os seguintes critérios:
e origem das imagens (monomodal ou multimodal);
e dimensionalidade (2D/2D, 2D/3D, etc.);
e natureza da transformacao; e

e base para o registro (imagem ou pontos de controle).
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Os trés primeiros critérios (origem das imagens, dimensionalidade e natureza
da transformagao) sio funcao direta das modalidades de microscopia envolvidas no
processo. Ja a base para o registro define o tipo de informagao usada pelo algoritmo.

Os procedimentos de microscopia co-localizada mencionados anteriormente
neste texto sao monomodais, ou seja, envolvem apenas uma modalidade de
microscopia — microscopia eletronica de varredura ou microscopia Optica. A
metodologia de microscopia co-localizada MO-MEV desenvolvida neste trabalho ¢,
desta forma, multimodal. Todavia, no que concerne a dimensionalidade, todas as trés
sao completamente bidimensionais (2D/2D).

O registro é um procedimento mais complexo que um simples alinhamento,
pois nao envolve apenas translagdo e rota¢ao de imagens. No caso de registros
2D/2D, a transformacio pode ser composta por uma combinacio de
transformacoes de basicamente seis naturezas distintas: translacio, rotacao, escala,
paralelismo, proje¢ao e outras distor¢oes (curvas, distor¢oes locais, etc.). A Figura 12
apresenta estas diferentes transformagdoes, mostrando claramente seu efeito em uma

imagem exemplo.

o

Imagem original

oa o2

Translagao Rotacéo Escala Paralelismo Projecéao Qutras distorgdes

Figura 12 - Transformagdes em registro 2D/2D.

As transformagdes que envolvem somente rotacao e translacao sao chamadas
de transformagoes rigidas, de corpo rigido ou transformacdes euclidianas, ja que as
distancias euclidianas sio preservadas (Szeliski, 2004). Por oposicao, as demais
transformagoes sao definidas como nao-rigidas ou elasticas. Contudo, ha autores que
incluem, no rol das transformagoes rigidas, as transformagdes de escala e outros,
ainda, que também incluem as de paralelismo e projecao (Crum, et al., 2004). Neste
trabalho, ¢ adotada a nomenclatura tradicional, as menc¢des feitas a transformacoes
rigidas referem-se a transformagdes que envolvam apenas translacio e rotagdo de

imagens.
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Neste contexto, a microscopia co-localizada monomodal feita intrinsecamente
no MEV ¢ provavelmente o tipo mais simples, pois é possivel obter-se diretamente
as imagens ja registradas. O MEV forma as imagens oriundas dos diferentes
detectores através da sincronizacdo de seus sinais com a varredura do feixe de
elétrons (Reimer, 1998). Assim, em um determinado campo, as diversas imagens
podem ser adquiridas prontas para formar uma imagem multi-componente, sem
haver a necessidade de um procedimento de registro. Contudo, na pratica,
equipamentos mais antigos costumam exibir alguma translacao entre as imagens de
detectores diferentes.

Simplicidade semelhante pode ser observada também na microscopia co-
localizada que emprega diferentes modos de contraste no microscopio optico.
Entretanto, quando a amostra é retirada da platina para algum processamento (um
ataque quimico, por exemplo), geralmente ocorre um desalinhamento entre as
imagens de um mesmo campo. Este desalinhamento (translagao e rotagao) advém da
manipulagao da amostra, de algum efeito colateral do processamento externo ou é
devido a imprecisio dos motores da platina. Assim, geralmente, o registro destas
imagens ¢ feito através de um algoritmo simples, baseado em correlagao cruzada.

Na microscopia co-localizada MO-MEV, o procedimento de registro é mais
complexo, pois envolve transformagoes nao-rigidas. Além de translacdo e rotagdo, ha
que se lidar sempre com a questio da escala. E, devido a multimodalidade, podem
existir outras distor¢oes (astigmatismo, projecao, curvas, distor¢oes locais) e artefatos
varios, como sombras e reflexdes internas, que também dificultam o registro.

O algoritmo de registro ¢ uma sequéncia de operagoes matematicas que visa
determinar a transformagao espacial e, assim, definir a opera¢do geométrica a ser
realizada entre as imagens a fim de registra-las. Em seguida, o algoritmo registra
propriamente as imagens.

A base para o registro diz respeito a informagao usada pelo algoritmo, existem
dois tipos principais de algoritmos: os baseados nas proprias imagens (femplate
matching) e os baseados em pontos de controle.

Os algoritmos de zemplate matching estimam a correspondéncia entre as imagens
(ou partes delas) a fim de determinar as transformag¢oes que proporcionem a maior
correspondéncia. Eles sdo, em geral, algoritmos mais simples, somente aplicados em

casos de transformagdes rigidas e de escala. Na literatura, sio encontrados diversos
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algoritmos de registro deste tipo, principalmente baseados na correlagao cruzada e na
transformada de Fourier (Zitova & Flusser, 2003).

Os algoritmos baseados em pontos de controle podem ser empregados para
registrar imagens cujas transformacOes sejam de qualquer natureza, inclusive
distor¢ées locais. Estes algoritmos mapeiam as transformagdes a partir da
determinagao dos pontos de controle. Os pontos de controle sio pontos de
correspondéncia espacial entre as imagens que podem ser definidos de forma
interativa ou automatica, através da segmentacao de linhas e regides, por exemplo.

Adicionalmente, podem ser introduzidas marcagdes na amostra a fim de
facilitar a defini¢ido dos pontos de controle. Um exemplo disto, na microscopia co-
localizada, é a utilizacio de marcas de identagio feitas com um microdurimetro. De
fato, a introdugao de marcacOes pode ser bastante util para o registro de imagens de
um ou alguns poucos campos. Contudo, este procedimento torna-se impraticavel
quando o numero de campos é grande, como geralmente ocorre na caracterizagao

quantitativa de minérios.
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